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REPORTE PAP

Presentacion Institucional de los Proyectos de Aplicacion Profesional

Los Proyectos de Aplicacion Profesional (PAP) son experiencias socio-profesionales de los
alumnos que desde el curriculo de su formacion universitaria- enfrentan retos, resuelven
problemas o innovan una necesidad sociotécnica del entorno, en vinculacion (colaboracion)
(co-participacion) con grupos, instituciones, organizaciones o comunidades, en escenarios

reales donde comparten saberes.

El PAP, como espacio curricular de formacion vinculada, ha logrado integrar el Servicio Social
(acorde con las Orientaciones Fundamentales del ITESO), los requisitos de dar cuenta de los
saberes y del saber aplicar los mismos al culminar la formacion profesional (Opcidon
Terminal), mediante la realizacion de proyectos profesionales de cara a las necesidades y

retos del entorno (Aplicacion Profesional).

El PAP es un proceso acotado en el tiempo en que los estudiantes, los beneficiarios externos
y los profesores se asocian colaborativamente y en red, en un proyecto, e incursionan en un
mundo social, como actores que enfrentan verdaderos problemas y desafios traducibles en
demandas pertinentes y socialmente relevantes. Frente a éstas transfieren experiencia de
sus saberes profesionales y demuestran que saben hacer, innovar, co-crear o transformar

en distintos campos sociales.

El PAP trata de sembrar en los estudiantes una disposicion permanente de encargarse de la
realidad con una actitud comprometida y ética frente a las disimetrias sociales. En otras

palabras, se trata del reto de “saber y aprender a transformar”.



El Reporte PAP consta de tres componentes:

El primer componente refiere al ciclo participativo del PAP, en donde se documentan las
diferentes fases del proyecto y las actividades que tuvieron lugar durante el desarrollo de

este y la valoracion de las incidencias en el entorno.

El segundo componente presenta los productos elaborados de acuerdo con su tipologia.

El tercer componente es la reflexion critica y ética de la experiencia, el reconocimiento de
las competencias y los aprendizajes profesionales que el estudiante desarrollé en el

transcurso de su labor.



Resumen

En este PAP programa para mejoramiento de la calidad, productividad y logistica en
la industria regional I, se apoy6 a la empresa Gruner de Guadalajara, México a dar
consultorias a la empresa Amapex de Barcelona, Espafia para el desarrollo de un producto
biocontrolador basado en microorganismos especificos para viveristas productores de las

plantas de vifia (para los “Pépiniéres viticoles™).

En mi PAP anterior (programa de desarrollo tecnolégico para la sustentabilidad
ambiental energética y alimentaria 1) se ayud6 a una investigacion dirigida por el Dr.
Alejandro Arana sobre biocontrol.

En este PAP, parte del trabajo fue realizado en Barcelona para poder ofrecer mejor el
servicio de Gruner y se ayudo con la investigacion y a mejorar el protocolo experimental
para el desarrollo del producto biocontrolador a Amapex. Se lograron reducir los costos
experimentales y a disminuir tiempo en la investigacion pero el producto no se termino de

desarrollar durante el periodo del PAP.

1. Ciclo participativo del Proyecto de Aplicacion Profesional

El PAP es una experiencia de aprendizaje y de contribucién social integrada por estudiantes,
profesores, actores sociales y responsables de las organizaciones, que de manera colaborativa
construir sus conocimientos para dar respuestas a problematicas de un contexto especifico y
en un tiempo delimitado. Por tanto, la experiencia PAP supone un proceso en ldgica de

proyecto, asi como de un estilo de trabajo participativo y reciproco entre los involucrados.

e Entendimiento del ambito y del contexto

Amapex (empresa de biotecnologia en Barcelona, Espafia dedicada a la
biorremediacion de aguas residuales industriales) contratd a Gruner (empresa de
Guadalajara, México) para asesorarlos en el desarrollo de un producto biocontrolador. El
interés de Amapex para desarrollar el producto de biocontrol se debe a que tiene una estrecha
relacién comercial con la mayor empresa agro-distribuidora de productos para viveristas de
vifia a nivel mundial; ademas, actualmente, el quimico fungicida utilizado se prohibié por la

unidén europea (en unos paises ya se prohibié completamente y en otros su uso se empezo a



limitar con el objetivo de desaparecerlo en pocos afios). Asimismo, la demanda en general
de estos productos biocontroladores ha crecido mas que nunca por este tipo de noticias
actuales, sin mencionar todo el impacto positivo en el medio ambiente y la calidad de vida

de cientos de personas con esta transicion de agroquimicos a productos biolégicos.

El trabajo de los viveristas de vifias puede ser resumido a grandes rasgos en la
ilustracion 1. A finales de 1800 llegd una plaga (filoxera) proveniente del continente
americano (filoxera) que ataca y mata a las vifias europeas, pero no a la vifia americana,
debido a que esta tiene un tallo en sus raices mucho mas grueso que las especies europeas
que le brinda proteccion contra la filoxera. Por ello, a partir de estos afios se creo el oficio de
los vievirstas de vifia o “Pépiniéres viticoles”, los cuales son personas (ahora empresas) que
se dedican a crear plantas de vifia con la base de esta formada con la especie americana y la
parte aérea con las especies europeas (ilustracion 3). Durante este proceso que suele durar
poco menos de un afio como se puede ver en la ilustracion 2 (Pertot 1., 2016) pero he de
mencionar que cambia un poco como se hace en los diferentes paises y dentro de las regiones
de cada pais o entre viveristas. Por ejemplo, unos viveristas en Espafia hacian méas de 6
tratamientos con el quimico fungicida, mientas que la mayoria de los viveristas franceses
solo un solo tratamiento quimico o dos como se muestra en la ilustracion 1 con la T1a, T1b
y T2.

Estacas americanas
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lustracion 1. Diagrama de flujo sobre la elaboracion de las plantas de vifias



“ Stage Operation Date Time Temperature
T1  Plant material Collection of scion and rootstock cuttings from End of 6 h* Natural conditions”
collection mother plants January
Pre-storage Soaking in water, T. atroviride SCI or February 30h 10 °C
hydration 8-hydroxyquinoline sulphate suspension 9-10
Cold storage Plant material in refrigerated rooms February 10— 38 days 15°C
March 20
Acclimatisation  Plant material at room temperature March 21 I day 15°C
T2  Pre-grafting Soaking in water or product suspension March 22 1h 15°C
hydration
Grafting With ‘omega graft’ machine March 22 1 min* 15°C
Antificial Spraying of plants with Pal or Pch conidia suspension  March 22 I min* 15°C
inoculation
Waxing Neutral waxing at 85 °C March 23 1 min* 75-80 °C*
T3  Stratification In sawdust mixed with 7. atroviride SC1 suspension  March 23 6h 15°C
or water
Pre-callusing In sawdust mixed with 7. atroviride SC1 suspension  March 23— 13days 10°C
or water April 4
T3a Treatment Sawdust surface treated with iprodione (standard April 5 1h 30°C
reference)
Callusing Induction of callus formation at the grafting union April 5-27 23 days 30 °C initially, then
slowly to 20 °C
Preparation Sorting. washing in water, re-waxing April 28 I day 18 °C
T4  Rooting Basal part of plants dipped in water or T. atroviride ~ Apnl 28— 4 day 18 °C
SC1 suspension May 2
Planting and In 50 | pots (S. Michele) or in the open ficld May 2 6 h* Natural conditions”
growth (Oppeano)
Harvest of Collection of plants for microbiological analysis November 5 5 months Natural conditions”
plants

Dates, operations and conditions during the different stages are reported, as well as the applications of products

* Approximate time

" Fluctuating temperature

“ Temperature of the wax

lustracion 2. Procedimiento hecho por un viverista italiano en el 2011 (Pertot I., 2016).

llustracién

3. La planta final injertado, el producto de los viveristas que venden.




En la ilustracion 4 podemos observar un ejemplo de contaminacién por Botrytis
cinerea en las plantas. En comparacién con las plantas de la ilustracion 3, las plantas de la
ilustracion 4 tuvieron que ser desechadas, lo que supone constantemente perdidas a los

viveristas.

llustracion 4. Productos desechados por contaminacion de Botrytis cinerea.

La tarea que se me encomendo fue mejorar sus experimentos para el desarrollo del
producto biocontrolador mediante experimentos rapidos que lograran disminuir tiempo de
investigacién o mejorar los métodos de aplicacion del producto. El objetivo es que el
producto tenga el mejor desempefio biocontrolador no solo contra B. cinerea mostrada en la
ilustracion 4, sino que sea biocontrolador contra las enfermedades de madera también. En
general, las enfermedades méas temidas por los viveristas y viticultores son: Mildiu,

Podredumbre gris, Oidio, Excoriosis, Yesca, Antracnosis y Roya.

e (Caracterizacion de la organizacién

Amapex contaba con 4 tratamientos con microorganismos aislados y evaluados por
uno de sus proveedores (empresa Lev2050), estos 4 microorganismos eran los posibles
candidatos para ser utilizados como productos biocontroladores que utilizarian los
productores de plantas de vifia. Los experimentos en campo comenzaron en febrero 2022,
pocos dias después de que yo llegara en varios viveros de Espafia y Francia, y a mi solo me
toco observarlos durante esta primera fase para después poder hacer mi intervencién de
mejora en las aplicaciones posteriores.



Se comenzd con un experimento de 7 bloques con 200 plantas cada uno en cada vivero
para poder comparar el quimico que normalmente se utiliza, un producto biocontrolador ya
existente en el mercado (Vintec), los 4 microorganismos biocontroladores con los que
Amapex consiguié y un bloque sin tratamiento para que funcionara como blanco. Cabe

mencionar que en los viveros de Espafia no se evalud Vintec, solo en los franceses.

La aplicacion del quimico se realiz6 como cada viverista lo habia estado utilizando
hasta el momento durante los afios anteriores y en los puntos donde siempre lo ha utilizado.
La aplicacion de Vintec se realizo preparando una solucién a la concentracion que su ficha
técnica recomienda y sumergiendo las plantas en ella, aplicandolo en los mismos puntos
donde Amapex habia pensado en realizar los tratamientos de su producto. Finalmente, la
aplicacion de los 4 microorganismos se realizd haciendo una solucion a la misma
concentracion de UFC/mL o conidios/mL que vintec recomienda (2x10~" UFC/mL) y

sumergiendo las plantas en la solucion por 3 horas.



A pesar de los experimentos se realizaron en 7 viveros diferentes, personalmente solo
me toco visitar 2 viveros y habia unas personas encargadas de aprender sobre cémo se
realizaba la aplicacion en esos 2 viveros (ilustracion 5) para replicarlos ellos en el resto de
los viveros. Aunque las oficinas de Amapex donde pasé la mayoria del tiempo y se planeaba

todo, se localizaban en Barcelona.
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lustracion 5. Posicion geografica de los 2 viveros de vifias donde se realizaron las aplicaciones.

e |dentificacion de la(s) problematica(s)

Se comenzd por evaluar y entender bien las pruebas. Ayuddé mucho ver cdmo se
realizaban las primeras aplicaciones como ya se habia disefiado el experimento. Ademas se
tuvo la oportunidad de hablar personalmente con los trabajadores productores de las plantas.

Conforme fueron avanzando los dias se fueron planteando posibles problemas del
disefio de experimento. Los problemas encontrados que seran explicados mas detalladamente
a continuacion fueron:

e El disefio de experimentos no contempla la variacion de concentraciones de los

diferentes microorganismos.



e El tiempo de aplicacion es de 3 horas lo que supone dificultades en la logistica
de los viveristas.

e Dos de los tratamientos con los que se estaban haciendo las pruebas eran
levaduras, los cuales no prometen presentar un buen efecto antagonista contra

los patégenos.

Respecto a los problemas planteados podemos decir sobre el primero que el disefio
experimental puede no ser el mejor debido a que, como podemos observar en la grafica 1,
Blundell R. encontré en enero 2020 que Vintec aplicado en las vifias a distintas
concentraciones presentan distingos grados de inhibicion hacia diferentes patdgenos, y que a
una concentracion puede inhibir mejor a un patégeno pero a otra concentracién puede

presentar mejor inhibicion para otro patdgeno.

Porcentaje promedio de infecciones
80%
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Vintec 2 g/fL Vinteclg/L  Vintec0.5 g/fL Quimico Blanco

S E. lata wN. parvum

Grafica 1. Evaluacion de la eficacia de Vintec contra 2 patégenos (Blundell R., 2020).

Debido a lo anterior, podemos darnos cuenta de que el no variar las concentraciones
de los productos biocontroladores suponen un gran riesgo al desarrollo de la investigacion,
pues quiza a la concentracion probada no genera una inhibicion contra los patdgenos, pero al
utilizar otra concentracion si lo generaria. Aungue probar, por ejemplo, 3 concentraciones



distintas para cada uno de los 4 microorganismos sea una opcion, esto generaria 12 bloques
experimentales que al realizar el experimento in vivo con 200 plantas cada uno y en 7 viveros

diferentes supondria altos costes de investigacion.

Otro ejemplo que apoya a la hipotesis de que un mismo producto biocontrolador
puede variar considerablemente su potencial inhibitorio de un determinado patégeno, son los
resultados encontrados por Freeman S. en el 2004. Ya que como se puede apreciar en la
grafica 2, la cepa de trichoderma que mas logro inhibir muertes por B. cinerea en las fresas
fue la cepa 166 a 0.4% con un intervalo de dias entre cada aplicacion de 7 dias, mientras que
el tratamiento menos efectivo fue la misma cepa de trichoderma 166 al doble de

concentracion con los mismos tiempos de aplicacion.
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Gréfica 2. Diferencias entre muertes de plantas de fresa por Botrytis cinerea con la implementacion de diferentes
tratamientos con cepas de trichodermas a diferentes concentraciones y tiempos de reaplicacion (Freeman S., 2004)

Ademas, otro posible error del que me percaté fue su método de aplicacion. EI método
de aplicacién era preparar en un recipiente la cantidad de solucién con el microorganismo
suficiente como para sumergir las 200 plantas durante 3 horas con el argumento de que en
este tiempo se lograria una mejor implantacion de las esporas sobre la superficie del tallo de
las plantas. Lo cual me gener6 bastantes dudas y me impulso a desarrollar y proponer un par
de experimentos para ver si era posible disminuir el tiempo de alguna otra forma y no tener

que preparar tanta solucion para sumergir todas las plantas al mismo tiempo. Los viveristas
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presentaban inconformidad cuando se les decia que tenian que aplicarlo por 3 horas, debido
a que cuando trabajas con entre 3y 20 millones de plantas, la logistica se complica demasiado
tanto por la forma de aplicacion como por el tiempo de espera.

Y por altimo, el otro posible error era que de los 4 tratamientos propuestos e iniciados
en la experimentacion, 2 utilizaban levaduras y 2 utilizaban trichodermas. Segun el review
publicado por Fenta L. y colaboradores en el 2019 sobre una comparacién del potencial
biocontrolador entre los trichodermas vy las levaduras donde se citan a mas de 100 articulos,
se puede inferir que las levaduras no serian tan efectivas en este caso, ya que se les dificultaria
crecer directamente sobre el tallo de la vifia y el trichoderma seria una mejor opcion debido
a las condiciones ambientales que pueden soportar descritas por Kredics L. y colaboradores
en 2003. En todo caso, las levaduras serian posiblemente mejores candidatas cuando
quisieras desarrollar un producto biocontrolador y su aplicacion sea cuando la planta ya tenga

el fruto como la uva.

1.4. Planeacion de alternativa(s)

Para la problemética sobre dos de los tratamientos a evaluar que estaban basados en
levaduras se penso en la alternativa de recopilar informacién mas detalladamente y buscar la
existencia de productos biocontroladores en el mercado que se aplicaran bajo condiciones
similares a las usadas por los viveristas. Esto con el objetivo de determinar si era prudente
saltarnos estas dos experimentaciones y hablarlo con los responsables del proyecto para

considerar si era prudente su eliminacion.

El otro problema del largo tiempo de aplicacion de los productos, se planted realizar
un experimento que encontrar la diferencia de cantidad de esporas fijadas sobre el tallo de
las plantas. Debido también a que en una de las investigaciones en los articulos consultados
donde se evaluaban distintos quimicos fungicidas y productos biocontroladores llevaban un
agregado de surfactante (ilustracion 6) para el mejoramiento de su aplicacion sobre las vifias
(Blundell R., 2020) se pensé en investigar mas sobre el efecto de los surfactantes en los
productos biocontroladores y se propuso realizar una prueba para descubrir si el uso de
surfactante podria reducir el tiempo de aplicacion de los tratamientos. Estas pruebas se

plantearon con ayuda de los procedimientos utilizados por Freeman S. y colaboradores en



2004 para encontrar la cantidad de UFC de trichoderma que se encontraban en las hojas de

las fresas en su test de supervivencia.

A La b

without add silicone . added silicone

surfactant adjuvant surfactant adjuvant

added silicone
Surfactang adjuvang

llustracion 6. Efecto en la reduccion de la tension superficial del agua al agregar surfactante.

Para el problema planteado de intentar reducir la matriz experimental, se propuso un
experimento adaptado del realizado por Freeman S. y colaboradores en 2004 sobre plantas
de fresa llamado “Test de supervivencia”, debido a que como Fenta L., 2019 menciond varias

veces en su review, “el potencial biocontrolador de un microorganismo es directamente



proporcional a su capacidad de sobrevivir en la superficie donde se desea la inhibicion”. El
test de supervivencia busca encontrar cudl microorganismo es el més apto para sobrevivir en
una determinada superficie como en el tallo de una vifia. De hecho, es interesante como en
la grafica 3, mostrada por Freeman S. y colaboradores, se puede ver como la cepa que mas
sobrevive resultd ser al mismo tiempo la cepa con la mejor inhibicidn (a cierta concentracion)

expuesta en la gréfica 2.
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Gréfica 3. Resultados del test de supervivencia realizado por Freeman S., 2004
sobre plantas de fresa.

1.5. Desarrollo de la propuesta de mejora

Para la investigacion sobre los distintos productos biocontroladores y encontrar
alguna evidencia sobre el potencial biocontrolador de las levaduras especificamente bajo
nuestras condiciones de aplicacion, se procedio a leer toda la lista de articulos descrita en

anexos de este documento y se acudid a un congreso anual en Francia donde varios
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proveedores quimicos y soluciones bioldgicas enfocadas para los viveristas y viticultores
exponen sobre sus productos y varios agricultores asisten para escucharlos. Con esta extensa
investigacion, se concluyé que nadie contaba con un producto o algo que nos diera un indicio
sobre el posible poder biocontrolador de las levaduras que pudiera prometernos que habria

buenas posibilidades de encontrar un buen producto al evaluar nuestras levaduras.

Lo anterior llevé a los administrativos a aceptar la propuesta de dejar de utilizar las
levaduras biocontroladoras con las que se contaba y reducir asi algo de los costos de
investigacion. Ademas, encontramos que uno de los vendedores que se presentaron en el
congreso asistido se dedicaba a vender surfactante para mejorar la aplicacion de productos
biocontroladores. Argumento, entre otras cosas, que su producto ayudaria a disminuir el
tiempo de evaporacion del producto, la planta lo absorbe mejor el tratamiento, se distribuye
mejor el tratamiento, se necesita menos producto, mejora la uniformidad de la gota cuando
los tratamientos se aplican por aspersion, el rebote de la gota disminuye, evita efectos
adversos por las heladas y el congelamiento, vuelve el tratamiento resistente contra la lluvia,
entra otras cosas. Esto nos impulso a realizar las pruebas para la disminucién de tiempos de
aplicacion.

Para las pruebas de la cantidad de esporas presentes a diferentes tiempos de duracion
de la aplicacién y si mejora o no la adicion de surfactante al tratamiento, a esta prueba se le
llam6 “Test de implantacion”. Se procedié a preparar 3 soluciones con el producto
unicamente de Vintec, la primera de las soluciones no contenia nada de surfactante extra, la
segunda contenia surfactante a la concentracion que el fabricante recomienda (0.1% v/v) y a
la tercera solucién se le agregé surfactante con una dosis 3 veces mayor (0.3% v/v). Varios
segmentos de troncos de plantas de vid de 6 cm se sumergieron en las distintas soluciones
durante 15 segundos, 30 minutos y 3 horas. Cada uno de los bloques experimentales se realiz6

por triplicado (ilustracion 7).

Después de sacar y dejar secar un par de minutos cada tronco, se deberia de proceder
lavando con solucidn salina estéril para remover las esporas presentes y seguir con un conteo
con una camara de Neubauer, pero debido a que Alvarez T., 2012 reporta que las esporas
cuando germinan pueden producir una matriz compuesta por lipidos, polisacéaridos y

melanina para adherirse al huésped, es la razon por la cual Freeman S., 2004 agregue Tween

11



80 al 0.01% v/v a la solucidn de agua para lavar y desprender el trichoderma. Asi que, después
del procedimiento anterior, se lavaron los troncos con 25 mL de solucidn salina estéril con
0.01% v/v de Tween 80 en un tubo conico de 50 mL agitando vigorosamente. Enseguida, se
realizd un conteo en una camara de Neubauer (ilustracion 8) y calcular la concentracion de

esporas de trichoderma implantadas en la superficie del tallo de los troncos.

12



i BN il
de los test de implantacién a diferentes tiempos con surfactante agregado a diferentes
concentraciones.

llustracion 8. Realizacién

lustracion 7. Espora de trichoderma del producto de Vintec vista con microscopio
oOptico sobre camara de neubauer.
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Después de realizarse los conteos de UFC/tronco (el tronco de 6 cm descrito

anteriormente), los resultados obtenidos se pueden describir en la gréfica 4. De ellos podemos

concluir algo muy valioso: “la cantidad de esporas implantadas en las estacas es directamente

proporcional a la cantidad de solucién que quede recubriendo la estaca después de ser

expuesta a la solucion”. Esto quiere decir que es posible disminuir el tiempo de inmersion a

15 segundos debido a que la implantacién de esporas sobre la superficie de la planta no

aumenta conforme pasa el tiempo. Asimismo, al agregar surfactante disminuye la tension

superficial del agua y provoca que se reduzca los efectos de capilaridad y resulte en menos

implantacion de esporas y por ende se descarte por el momento la posibilidad de la utilizacion

de surfactante pero los tiempos de inmersién lograron disminuir.

Test de implantacion con diferentes tiempos de
inmersion y diferentes [surfactante]

2.5E+6
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g =
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o LOE+ =
=] ]
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g =
S 5.0E45 = —

|:|I|:|E+|:| —r E E

0% surfactante 0.1% surfactante 0.3% surfactante
= Inmersion 15 seg % Inmersion 30 min Inmersion 3 horas

Gréfica 4. Test de implantacion realizado con diferentes tiempos de inmersion y a diferentes concentraciones de

surfactante.

Por Gltimo, se procedio a realizar el “test de supervivencia”. El objetivo era descartar

de los 2 tratamientos basado en trichoderma que quedaban para determinar cual de las dos

tenia un mejor desemperio para crecer sobre la superficie del tallo de las plantas de vifia, pues
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este trichoderma seria el mas prometedor para obtener los mejores resultados

biocontroladores y el indicado para probar a diferentes concentraciones.

El test consistié en aplicar mediante micropipeta, una dosis igual del trichoderma 1,
el trichoderma 2 y vintec para una mejor comparacion. Como se contaba con Botrytis cinerea
aislada de la mostrada en la ilustracion 4, se realizo otros blogues para combinar los 3
tratamientos agregando B. cinerea. Al final los bloques experimentales realizados fueron
(ilustracion 9):

I Blanco (sin tratamiento)
Il.  Solo con B. cinerea.
lIl.  Trichoderma 1
IV.  Trichoderma 1 + B. cinerea.

V. Trichoderma 2

VL. Trichoderma 2 + B. cinerea.
VII. Vintec
VIII. Vintec + B. cinerea.

lHustracion 9. “Test de supervivencia” realizado en bolsas de plastico para la conservacion de la humedad.

Cada uno de los 8 bloques experimentales descritos anteriormente se realizaron con
15 troncos de 6 cm de plantas de vifias que fueron desinfectadas con alcohol al 96% y con
fuego por algunos segundos. Después de inocularse se pusieron todas las estacas dentro de
bolsas de plastico nuevas, se nebulizé solucion salina estéril dentro y se cerraron guardando
una burbuja de aire como se ve en la ilustracion 9, se volvia a nebulizar agua todos los dias
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para restablecer los altos niveles de humedad y se mantuvieron en crecimiento en la oscuridad

a 25°C todo el tiempo.

Durante 15 dias se estuvo sacando una estaca de cada bloque experimental para
revisar el crecimiento presente sobre la superficie del tallo. Para ello se procedia a tomar foto,
realizar un frotis con ayuda de una cinta adhesiva transparente de plastico y viendo el
crecimiento bajo el microscopio. Ademas, se lavo cada estaca con agitacion vigorosa en un
tubo cénico de 50 mL con 25 mL de solucion salina estéril con 0.1% de Tween 80 (igual que
en el “test de implantacion”). Con ayuda de una micropipeta, se tomarén 100 uL de la
solucion con la que se realizaba el lavado y se sembro6 en una caja Petri con medio de cultivo
Sabouraud adicionado con cloranfenicol. Asimismo, se registro el crecimiento observado de

las cajas Petri cada dia.

Para el registro del test anterior se utilizé un software desarrollado por mi en mi PAP
anterior. El software fue disefiado precisamente para ser una especie de bitacora electronica
a la que no se le puedan eliminar datos para guardar este tipo de informacion o algln
experimento parecido y hacerlo de la manera mas ordenada y rapida posible (ilustracion 10).
Para ello el software cuanta con varias funciones que no explicaré a detalle pero puedes ir
registrando el nombre, su descripcién, su fecha, de donde viene, asociar una fotografia etc.,
para después se pueda consultar y evaluar toda la informacién de manera mas sencilla sin

perder ningun detalle.

En la ilustracion 11, muestro una fotografia con varias cajas Petri de los experimentos
realizados en este test, cada caja esta a distintos tiempos, pero la evaluacién méas importante
de la caja Petri se podia observar a las 72 h después de sembrar. En la ilustracion 12, muestro
imagenes de B. cinerea vistas bajo el microscopio con los frotis realizados al igual que en la
ilustracion 13 pero de trichoderma, y en la ilustracion 14 se muestra una imagen bajo el

microscopio de B. cinerea y un trichoderma al mismo tiempo.
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llustracion 12. Fotografias de Botrytis cinerea vista bajo el microscopio.
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lustracion 13. Fotografias de uno de los trichodermas de Amapex vistos bajo el microscopio

llustracion 14. Esporas de B. cinerea y trichoderma vistos
bajo el microscopio.

Como el objetivo principal de este experimento en todo momento fue determinar cual
de los dos trichodermas era el mejor para utilizar, los resultados no fueron cuantitativos, sino,
cualitativos, pues con esto era suficiente. En un comienzo del experimento parecia que el
trichoderma 2 era mejor, pero después de los 14 dias se encontr6 que el trichoderma 1
sobrevivia mas. incluso que Vintec. Ademas, presentd una buena inhibicién comparado con
los otros dos tratamientos, es por ello que el trichoderma del tratamiento 1 fue seleccionado

y con esto se concluyeron los experimentos.
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1.6. Valoracion de productos, resultados e impactos

En un comienzo los experimentos se estaban realizando con los viveristas como se
puede ver en la ilustracion 15, y costaba aproximadamente 550 euros cada tratamiento.
Después de lograr reducir el tiempo y saber que solo importa la pelicula de agua que queda
sobre el tallo de las plantas para la implantacion de trichoderma, se opt6d por cambiar el
método de aplicacién de inmersion a nebulizacion, ademéas de que la cantidad de producto

necesario disminuia considerablemente.

Estacas americanas
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llustracion 15. Metodologia utilizada inicialmente para hacer las pruebas de la aplicacion de los productos con los
viveristas

Ahora, una vez seleccionado solo un microorganismo, ahora lo Unico que habia que
hacer es seleccionar las diferentes concentraciones a la que seria interesante aplicarlo. Para
ello se realiz6 una investigacion y se encontrd que como se ve en la grafica 5, se estaba
utilizando una concentracion de aplicacion de 2x10~" UFC/mL, pero como que se puede ver,
existen otros productos de biocontrol como MyCobac o TrichoD que utilizan una
concentracion de 5x107° UFC/mL. Ademas, Blundell R., 2020 y Merchan-Gaitan J., 2014
reportan otras concentraciones en sus aplicaciones que fueron efectivas. Debido a esta
informacion, se le plante6 a Amapex la posibilidad de usar el trichoderma ganador del test
de supervivencia y probarlo a 4 concentraciones distintas ya que el experimento inicial ya

contaba con 4 bloques de experimentacion, y las 4 sugeridas se pueden ver en la grafica 5.

20



Dosis efectivas comprobadas contra alguna enferemedad y las dosis que

sugeridas a Amapex
Blundell R., 2020
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Grafica 5. Dosis de aplicacion efectivas comprobadas para Trichodermas spp. contra algunas enfermedades y las dosis
sugeridas a Amapex

Después de mi intervencion, se logré desarrollar el esquema de aplicacion de la
ilustraciéon 16, una metodologia mas répida y donde sélo se prueba el microorganismo més
prometedor con las 4 concentraciones sugeridas. Realizar cada experimento con la
metodologia de la ilustracion 16 cuesta aproximadamente 60 euros, lo que supone que los
costos de investigacion se redujeron alrededor del 90% y utilizando una metodologia que
tiene mas probabilidades de éxito debido a la variacion de las concentraciones (sin mencionar
que en el test de supervivencia presentd cualitativamente estar a la altura del potencial

biocontrolador de Vintec o incluso superior).
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lustracion 16. Metodologia desarrollada para seguir realizando las pruebas de la aplicacion del producto
biocontrolador.
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3. Reflexion critica y ética de la experiencia

El RPAP tiene también como propoésito documentar la reflexion sobre los aprendizajes en
sus multiples dimensiones, las implicaciones éticas y los aportes sociales del proyecto para

compartir una comprension critica y amplia de las problematicas en las que se intervino.

3.1 Sensibilizacion ante las realidades

Durante el proyecto fui conviviendo con varios trabajadores de varias empresas. Me di cuenta
de que es verdad que hay contratos para los acuerdos importantes, pero mucho del

funcionamiento del dia a dia es comunicacion y confianza. Sin confianza no hay sociedad.

Otra cosa algo curiosa es que me di cuenta o reafirmé que varias empresas venden productos
gue no se han comprobado si realmente funcionan pero no hace falta hacerlo para poder

vender. Esto tiene cierto de malo porque yo siempre he tenido una frase muy presente toda
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mi vida de Nikola Tesla que dice: “La ciencia no es mas que una perversion de si mismo a
menos que tenga como objetivo el beneficio de la humanidad”. Y el desarrollar y vender
productos que no aporten realmente un valor a la sociedad y engafiar de que si lo hacen no
es bueno. Por suerte la empresa en la que estuve no es asi, pero encontramos otras empresas

que si lo son al intentar trabajar con ellas.

También, el convivir y relacionarme con la forma de pensar de otras culturas resulté ser muy

enriquecedor.

3.2 Aprendizajes logrados

Como se pueden ver en el apartado 3.3 que las competencias que yo habia enlistado eran muy
academicas y en realidad las cosas no fueron asi. Los retos que tuve que superar fueron mas
de relaciones personales para poder convivir con las personas donde me quedaba a vivir, con
las personas del trabajo, etc. Incluso una vez me mandaron a mi solo a realizar una aplicacion
en un vivero para que me lo hiciera de amigo porque resulta que los duefios pensaron gque yo
era el mas sociable y de esa forma yo podria hacer que los viveristas me dijeran sus problemas
y el proceso de una manera mas sincera cuando yo les generara confianza. También aprendi
de la empresa mas sobre la negociacion y las relaciones entre empresas o jefes y trabajadores
porque viajaba mucho con ellos y en el carro platicAbamos o me quedaba solo con el jefe casi
todos los dias en la oficina y platicbamos, asi como cuando salia a comer con los amigos
que hice de la empresa que son trabajadores.

Otro aprendizaje que creo que logreé fue el aprender a adaptarme a los recursos con los que
contaba y aprender a resolver los problemas como los test que realicé. Los test de
implantacion y supervivencia fueron desarrollados por mi a partir de la literatura y con los

recursos con los que contaba en ese momento.
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3.3 Inventario de competencias Inicial (ingreso del PAP) e Inventario de
competencias Final (salida al PAP).

Listado Reforzadas Listado
inicial durante el PAP  final
Cultivo de células de tejido fungi X X
Quimica X
Bioprocesos X
Biologia molecular X
Bioguimica X
Investigacion X X
Inglés X X
Relaciones personales X
Megociacion X
Trabajo en condiciones etériles X
Disefio de experimentos X
Improvisacion X
Resolucion de problemas X
Adaptacion X
Pensamiento critico X
Trabajo en equipo X
Capaz de proponer soluciones X
Analisis estadisticos X

3.4 Dimension persona

Gracias a las actividades estas actividades de “Dimension persona” realizado durante el PAP,
me empecé a dar cuenta de que mis habilidades como profesionalismo son mas valiosas

dentro de las empresas de lo que pensaba. Me ayudé mucho mi autoestima también.

También me di cuenta de que muchas de mis limitaciones son puestas por mismo y que es
necesario deshacerme de estas limitaciones para poder llegar a desarrollarme mucho méas en

mi carrera profesional.

29



