ARTICULO DE INVESTIGACION

Prototipo de formulacion a base de Rhodotorula mucilaginosa
para el control de Botrytis cinerea en Rosas

Formulation prototype based on Rhodotorula mucilaginosa for the
control of Botrytis cinerea in Roses

Jessica P. Bautista", Helber Barbosa™", Daniel Uribe-Vélez"'

DOI: 10.15446/rev.colomb.biote.v18n2.55826

Resumen

Los sistemas productivos de Rosas de corte para exportacion poseen retos importantes debido a la presencia de diversos
agentes fitopatégenos, siendo Botrytis cinerea uno de los mas relevantes debido a su persistencia y nimero de hospe-
deros alternativos. Los mercados internacionales son muy exigentes en el manejo ambientalmente sostenible de los
cultivos, por lo que se ha hecho presion para la implementacion de estrategias de control biol6gico de enfermedades.
La levadura filosferica Rhodotorula mucilaginosa (Lv20) con potencial biocontrolador contra B. cinérea, fue empleada
en este estudio con el objeto de generar un prototipo de formulacién en base sélida con el fin de lograr una estabilidad
de la actividad y viabilidad celular a través del tiempo. El empleo de mezclas de polimeros sintéticos y de origen natural
permitié mantener la viabilidad de esta cepa durante 90 dias a unos niveles de 1,90x10? células.mL" a una temperatura
de 25°C en una formulacion liquida. Asi mismo, el prototipo de formulacion, empleando manitol como agente nuclea-
dor en una formulacién sélida de tipo granulada, logré una viabilidad celular de 1.2x10% células.gr’ a los 90 dias de
almacenamiento a 4°C, logrando mantener una actividad biocontroladora igual a la cepa fresca sin formular o recién
formulada. Estos resultados obtenidos permiten sugerir que los prototipos de formulacion empleando como principio
activo la levadura R. mucilaginosa, son una alternativa promisoria para el control de B. cinerea en la post cosecha de
rosas variedad véndela.
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Abstract

Productive systems of cut roses for exportation, have important challenges due to the presence of various plant patho-
gens in such crops. Botrytis cinerea is one of the most important pathogen microorganism because of its persistence and
number of alternative hosts plants. International markets are very demanding in terms of environmentally sustainable crop
management, which has forced for the implementation of strategies for biological control of diseases. The phyllosphere
yeast Rhodotorula mucilaginous (Lv20) with biocontrol potential against B. cinerea, was employed in this study in order to
generate a solid prototype formulation to achieve both, the stability of its activity and cell viability over time. The use of
the mix of synthetic and naturally occurring polymers allowed to maintain the viability of this strain for 90 days at 1,90x10°
células.mL at a 25 ° C in a liquid formulation. Likewise, the prototype formulation using mannitol as a nucleating agent in
a granular solid formulation, allowed obtaining a cell viability of 1.2x108 células.gr' after 90 days of storage at 4 °C, main-
taining a biocontrol activity equal to the fresh strain with or without formulation. These results allow us to suggest that the
formulation prototypes using R. mucilaginous yeast, is a promising alternative for the control of B. cinerea in post-harvest
management of roses.
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Introduccién

Colombia es el segundo exportador de flores de corte
a nivel mundial, siendo las rosas uno de los principales
productos de su portafolio de exportacion. El mercado
internacional de este tipo de productos enfrenta una
serie de limitaciones de tipo fitosanitario, destacando-
se Botrytis cinerea, debido a su amplia distribucién y
a los efectos devastadores que este agente fitopato-
geno causa a sus cultivos hospederos (Asocolflores
2009; Dik & Wubben, 2007). Hasta el momento, las
estrategias de mitigacion de esta problematica se han
centrado en el uso de compuestos agroquimicos, par-
ticularmente fungicidas del grupo dicarboximidas, lo
que ha generado el desarrollo de cepas de B. cinérea
resistentes a este tipo de compuestos (Asocolflores,
2008; Leroux, 2007; Elad et al, 2007; Shtienberg,
2007). Por otra parte, existe una percepcion negativa
del publico hacia los fungicidas quimicos, ya que estos
presentan una serie de riesgos toxicolégicos sobre la
salud humana y el medio ambiente (Wisniewsky et al.,
2007). Por tal motivo los productores de flores a nivel
mundial han identificado otras estrategias ambiental-
mente sostenibles para la produccién de flores sanas
(Agricultura de las Américas, 2009), estrategias que
estan siendo certificadas para Colombia desde 2008 a
través del sello Florverde® (SCFv) (Asocolflores, 2008;
Florverde, 2009; Globalgap, 2011).

Partiendo de la situacion arriba mencionada, se ha
buscado el desarrollo de estrategias de control biolo-
gico de enfermedades a través de diferentes tipos de
microorganismos, como las levaduras filosféricas, las
cuales ademas de ser compatibles con el medio am-
biente, reducen el riesgo de resistencia del patégeno
y pueden complementar la utilizacién de tratamientos
quimicos y culturales convencionales (Elad & Stewart,
2007). Por otra parte vale mencionar que las levaduras
generalmente no producen micotoxinas alergénicas,
tienen requerimientos nutricionales simples, creciendo
rapidamente en fermentadores con sustratos de bajo
costo y son capaces de colonizar superficies secas du-
rante largos periodos de tiempo, caracteristicas todas
estas importantes para un control mas sostenible de
la enfermedad en cosecha y postcosecha (Chanchai-
chaovivat et al., 2008; Wisniewsky et al., 2007).

Varios prototipos de formulacion a base de bacterias
(Wang et al., 2010) y levaduras (Droby et al., 2009;
Abadias et al., 2003) han sido disefiados para el mane-
jo de enfermedades de postcosecha. Incluso algunos
biofungicidas han sido desarrollados comercialmente,
como Candida oleophila, (Aspire®) y Cryptococcus al-
bidus (Yield plus®), para el control biolégico de agen-
tes fitopatégenos de postcosecha como Penicillium
sp. y Botrytis sp. en frutas, vegetales, ornamentales y
plantas de tipo invernadero, los cuales compiten exito-
samente por espacio y nutrientes y ademds no causan
ningun efecto adverso a la salud humana (Janisiewicz
& Korsten, 2002; Drobby & Lichter, 2007).

Uno de los retos para el desarrollo de un producto
comercial a base de levaduras, es el desarrollo de una
formulacion que confiera estabilidad al producto en
términos de viabilidad y actividad biocontroladora
(Wisniewsky et al., 2007; Janisiewicz & Korsten, 2002).
Existen formulaciones liquidas y sélidas (polvos humec-
tables, granulos, liofilizados), las cuales poseen propie-
dades diferentes dependiendo de las caracteristicas
fisiologicas del principio activo. Las formulaciones en
forma de granulos, permiten la liberacién controlada
y brindan una mayor proteccion del principio activo a
ambientes extremos, proporcionando una mayor per-
sistencia en campo (Kinay & Yildiz, 2008)

Teniendo en cuenta lo anterior, en este estudio se
propone el desarrollo de un prototipo de formulacién
solida a base células de la cepa Lv20 de Rhodotoru-
la mucilaginosa previamente aislada de la filosfera de
mora de castilla (Medina et al., 2009), seleccionada y
evaluada en funcién de su capacidad controladora del
fitopatégeno B. cinerea en rosas de corte.

Materiales y métodos

Aislamiento de levadura. La levadura Lv20 (R. mucila-
ginosa) con potencial biocontrolador contra B. cinerea,
fue aislada de la filosfera de plantas sanas de cultivos
de mora de castilla Rubus glaucus del municipio de
Granada del departamento de Cundinamarca, Colom-
bia (Medina et al., 2009), pertenece a la coleccion de
microorganismos del Instituto de Biotecnologia de la
Universidad Nacional de Colombia, Sede Bogota.

Produccion de Biomasa. La produccion de la cepa, se
realiz6 en caldo Sabouraud dextrosa (CSD) (Difco®),
con pH ajustado a 5,6, en un volumen de 25 mL dis-
puesto en matraces erlenmeyer de 250 mL de capaci-
dad, partiendo de un inoculo inicial de 1x10° células.
mL’, y se dejaron en agitacién a 150 rpm y 29 °C por
48 h. Transcurrido ese tiempo se realizé recuento en
camara de Neubauer para la determinacién de la con-
centracion final.

Seleccion y evaluacion de excipientes. Con el objeto
de identificar los polimeros que confirieran estabilidad
en términos de viabilidad y pureza, se realizé la selec-
cion de cinco componentes poliméricos, reportados
en estudios previos. Tres son derivados de la celulo-
sa como la hidroxipropil metil celulosa (P1) (HPMC),
carboximetil celulosa (P2) (CMC) y metil celulosa (P3)
(MC), uno derivado del alginato (P4) y un polimero
soluble en agua como la polivinilpirrolidona (P5) (Bas-
han, 1986; Young et al., 2006; Suvorova et al., 1999;
Fernandez et al, 2009; Sanchez et al., 2010; Hafeez et
al, 1991; Tittabutra et al., 2007).

Después de realizar la seleccion de los polimeros, se
procedié a determinar la viscosidad relativa a distintas
concentraciones, con el fin de determinar cudl podria
ser la mas adecuada. Soluciones con concentracio-
nes diferentes de cada polimero en estudio fueron
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preparadas por triplicado y se determiné el tiempo de
desplazamiento o salida de 8 mL desde una pipeta de
vidrio de 10mL de volumen total. Como tratamiento
control se calcul6 el tiempo de desplazamiento del
agua durante el mismo procedimiento. Las tres mejo-
res concentraciones para cada polimero en términos
de viscosidad, fueron seleccionadas con el fin de rea-
lizar las pruebas de compatibilidad con la cepa de le-
vadura.

A partir de las pruebas de viscosidad se selecciona-
ron tres concentraciones por cada polimero (P1y P4:
1.0%, 1.5%, y 2.0%; P2y P3: 0.5%, 1.0%, 1.5% y P5:
1.0%, 5.0% y 10%), con el fin de determinar la compa-
tibilidad inicial con la levadura, para su posterior formu-
lacion. La biomasa microbiana obtenida luego de 48 h
de crecimiento en caldo Sabouraud dextrosa (CSD), se
recuperdé por centrifugaciéon haciendo dos lavados con
agua destilada estéril (ADE). Luego, se prepard una sus-
pension, a una concentracion de 1x107 células.mL” de
principio activo, determinada por conteo en camara
de Neubauer, y resuspendiendo la biomasa celular a la
concentracion mencionada para cada polimero. Cada
uno de los polimeros se prepard por triplicado, en tu-
bos de microcentrifuga de 1.5 mL, esta suspension se
incubo por 48 h a 25°C. Pasado este tiempo, se pro-
cedié a determinar el recuento de células viables en
términos de unidades formadoras de colonia (UFC) por
mililitro, mediante la técnica de diluciones seriadas por
microgota sembrando cuatro réplicas de 20 pL en agar
PDA de cada una de las diluciones realizadas.

Evaluacion de mezclas de polimeros. Con el objeto de
determinar el efecto de la mezcla de los mejores poli-
meros seleccionados, sobre la viabilidad de las células
de la levadura Lv20, se seleccionaron dos polimeros,
(polimero 1 (P1) - 1%-y polimero 5 (P5) -10%-), con
el fin de hacer mezclas que permitieran dar una estabi-
lidad a las cepas de levadura durante su formulacion.
Las mezclas de los polimeros fueron en proporciones
de 50:50 y 25:75, en un volumen de TmL dispuesto
en tubos de microcentrifuga de 1.5 mL y por triplica-
do. Igualmente, se determind la viabilidad de las cepas
con los polimeros individuales. Se procedié a realizar
la estimacion de la viabilidad de las células, haciendo
diluciones seriadas y la posterior siembra de gotas de
20 pL en medio PDA, como se describié anteriormen-
te. Finalmente, se evalué la viabilidad de las células a
los 2, 10, 20, 60 y 90 dias de incubacién a 25 °C.

Desarrollo de prototipo de formulacién sélida

Prueba de disolucion del niicleo del prototipo de for-
mulacion. Una vez seleccionados los polimeros que
aportarian caracteristicas de estabilidad y miscibilidad
al prototipo de formulacién granular, se seleccionaron
3 azulcares (sacarosa, dextrosa y manitol) para evaluar
su capacidad como nucleo dentro de la formulacion.
Para lograr este objetivo se determind la miscibilidad
en agua de cada uno de estos azdcares pesando 250

mg, que se agregaron a 25 mL de agua destilada. Se
tomo el tiempo en segundos, desde el momento en el
que se agreg6 el azdcar hasta su completa disolucion,
como control se empled urea gracias a sus propieda-
des de rapida disolucion. Posteriormente se realizo el
mismo procedimiento con los prototipos de formula-
cién con los 3 nicleos distintos.

Desarrollo de la formulacion granulada. Después de
obtener el crecimiento de biomasa, luego de su incu-
bacion en CSD a 29°C por 48 h, se procedi6 a ajus-
tar la concentracion celular a 1x10? células.mL”, y se
prepar6 una suspension, con la mezcla 50:50 de los
polimeros (P1 y P5) evaluados previamente. Posterior-
mente se pesaron 10 g de cada uno de los azicares
seleccionados y se agrego el volumen de suspension
necesario para que cada azucar formara una masa hu-
meda con consistencia pastosa que permitiera su paso
por un tamiz con un tamafo de poro de 1T mm de
diametro, con el fin de formar granulos. Posterior a
esto, se selecciond el prototipo de formulacion con la
viabilidad mas alta, y se midi6 el porcentaje de hume-
dad en el tiempo hasta el dia 60, empleando la balanza
analizadora de humedad OHAUS® MB 45.

La estabilidad de cada prototipo de formulacion se
evalu6 en términos de la viabilidad de las levaduras
en funcién del tiempo, por medio de recuento en gota
en medio PDA, descrito antes. Este parametro se midié
en el primer dia de elaboracion, lo cual equivale a la
concentracion inicial del prototipo de formulacién y
posteriormente a los 15, 30, 60 y 90 dias de almacena-
miento a 4y 25 °C para la cepa Lv20.

Evaluacion de actividad biocontroladora in vivo en
rosas variedad Vendela tipo exportacion. Para esta
fase se evaluaron en términos de la actividad biocon-
troladora dos prototipos de formulacion almacenados
durante 100 dias a 4°C+1 y 25°C+1. Para estos proto-
tipos se empled la cepa Lv20 como principio activo,
con los polimeros P1 (1%):P5 (10%), en una propor-
cion de (50:50) respectivamente, y manitol como azu-
car para formar el ndcleo del granulo de formulacion.
Como controles de la actividad biocontroladora de la
formulacion, se empled una suspension celular de la
cepa Lv20 fresca y otra suspension recién formulada
con Unicamente 10 dias de almacenamiento a 4 °C.
Asi mismo, se empleé un control de enfermedad (testi-
go absoluto), en el cual dnicamente se aplicé el hongo
B. cinerea, y otro donde dnicamente se inoculé ADE
(testigo relativo), con el objeto de determinar el nivel
de enfermedad provocada por la infestacion natural
de B. cinerea. Todos los prototipos de formulacién se
disolvieron en ADE para una concentracion de princi-
pio activo 1x10° células.mL’.

De cada una de las suspensiones preparadas, se apli-
caron 5 mL por flor por todo el perimetro de la flor,
empleando un atomizador de jardineria. Cada trata-
miento consistié en tres réplicas de 5 rosas cada una,
las cuales fueron puestas en recipientes plasticos con
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1L de capacidad, previamente preparados con 900
mL de agua con hipoclorito al 0,1%, los cuales fue-
ron dispuestos en anaqueles cubiertos con una cortina
plastica para favorecer las condiciones de humedad.
Los anaqueles se encontraban en un cuarto con regu-
lacion de fotoperiodo de 12:12 horas luz - oscuridad a
temperatura ambiente de 20+2°C.

Una vez aplicados los tratamientos, y pasadas 24 ho-
ras, se inocul6 por el perimetro de la flor, aplicando 5
mL de una suspensién de conidias del hongo B. cine-
rea en agua destilada estéril, a una concentracion de
1x10* conidias.mL". El control de enfermedad consis-
tio en la aplicacion de las esporas de B. cinerea uni-
camente, posteriormente se cubrié cada flor con una
bolsa plastica con el fin de generar condiciones de alta
humedad y de esta forma favorecer la infeccién del

agente fitopatégeno. Todos los tratamientos se alma-
cenaron bajo las mismas condiciones durante 5 dias.

El efecto del prototipo de formulacién sobre el desarro-
llo de la enfermedad de B. cinerea, se evalu6 mediante
la determinacion de la severidad de la enfermedad, a
los 5 dias de inoculaciéon del agente fitopatégeno. La
severidad de los sintomas fue determinada como una
medida del estado de desarrollo de la enfermedad en
cada flor, aplicando la escala de severidad descrita a
continuacion. Nivel O (flor completamente sana sin in-
feccion), Nivel 1 (dano del 0.1 al 25.0% del area de
la flor infectada), Nivel 2 (dafo del 25.1 al 50.0% del
area de la flor infectada), Nivel 3 (dano del 50.1 al
75.0% del area de la flor infectada) y Nivel 4 (dano del
75.1 al 100% del area de la flor infectada) (figura 1).

NIVEL CERO

NIVEL 1

1 al 25% del area de 1a
flor infectada

NIVEL 2

26 al 50% del area de la
flor infectada

NIVEL 3

51 al 75% del area de la
flor infectada

NIVEL 4

76 al 100% del area de la
flor infectada

Figura 1. Escala de severidad de la infeccién de B. cinerea en rosas de corte de Rosa sp cv Vendela.
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El indice de severidad fue calculado mediante la for-
mula desarrollada por Dick et al. (1999):

0(n0)+1(nl)+ 2(n2)+ 3(n3)+ 4(n4)
nO+ nl+ n2+ n3+ n4

IS=

De donde:

IS = Indice de Severidad

n0 = Ndmero de flores afectadas en el Nivel 0 de severidad
n1 = Ndmero de flores afectadas en el Nivel 1 de severidad
n2 = Ndmero de flores afectadas en el Nivel 2 de severidad
n3 = Ndmero de flores afectadas en el Nivel 3 de severidad
n4 = Ndmero de flores afectadas en el Nivel 4 de severidad.

Trascurridos los 5 dias de incubacion se realizé un
analisis destructivo para determinar el porcentaje de
pétalos con lesiones en los 10 pétalos mas externos de
cada flor, siguiendo la escala de severidad descrita por
Medina et al., (2009) y empleando el indice (IS) descri-
to arriba. Por cada flor de las tres réplicas, se hizo la
lectura de 10 pétalos para un total de 150 pétalos por
tratamiento.

Andlisis estadistico. El andlisis estadistico se reali-
z6 con el programa SPSS (Statistical Program for the
Social Sciences) version 11.5. Se empleé la tabla de
ANOVA para el andlisis de homogeneidad de varianzas
y se realiz6 una prueba de comparaciones mdiltiples
de Tukey con un intervalo de confianza del 95% y un
(P < 0.05).

Resultados

Viabilidad de la cepa Lv20 con excipientes
seleccionados en prototipos de formulacion liquida

Los cinco polimeros seleccionados se evaluaron en
términos de viscosidad a diferentes concentraciones
(0.250/0/ 0.500/0, 1.00/0, 1.50/0, 2.00/0/ 5.0% Yy 100/0), des-
cartando aquellas concentraciones cuyo tiempo de
desplazamiento de 8 mL de solucién, a través de una
pipeta de 10 mL superaba los 60 s, por considerar que
estos valores representaba viscosidades superiores a
las recomendadas para una formulacion liquida (Bar-
bosa, 2014 comunicacién personal). Con las concen-
traciones seleccionadas para cada polimero (1.0, 1.5y
2.0% para P1y P4; de 0.5, 1.0 y 1.5% para P2; 0.5y
1.0% para P3; y de 1.0, 5.0 y 10.0% para P5), se pro-
cedi6 a la determinacion de la compatibilidad de los
polimeros con las levaduras seleccionadas.

Al término de 48 h de incubacién de la suspensién de
la levadura en cada una de los polimeros selecciona-
dos, a sus respectivas concentraciones, se determiné
el efecto sobre la viabilidad celular. Los resultados in-
dican que el control con ADE se encontraba con un
recuento de células viables del orden de 6,0x108 cé-
lulas.mL", disminuyendo la poblacién en relacion al
inoculo inicial (1,0x10° células.mL"). Por otra parte,
los tratamientos con los polimeros mostraron valores

superiores estadisticamente significativos (P<0.05) en
relacion a los resultados con ADE, con un recuento
celular entre 2,7x10%y 1.20x10'% células.mL", para las
diferentes concentraciones evaluadas de los polimeros
1, 2 y 4. El polimero 3, presento valores ain mas altos
(P <0.05) de 2,2x10'% y 5,5x10'0 células.mL”, para la
concentracion de 0,5% y 1,0% respectivamente, mos-
trando incrementos en mas de 10 veces en el recuento
celular en relacién al punto de partida del prototipo de
formulacion (figura 2). Estos resultados indican que los
microorganismos incubados en presencia de los poli-
meros organicos a base de polisacaridos, mantuvieron
e incluso incrementaron la viabilidad celular durante
el periodo de incubacién, contrario a la disminucién
encontrada en el control de agua, lo cual sugiere que
dichos polimeros pueden ser empleados como sustra-
to nutricional por la cepa de R. mucilaginosa Lv20 (fi-
gura 1). Por otra parte, el tratamiento con el polimero
5 presenté concentraciones de 2,87x10% células.mL’,
estadisticamente similares al control con ADE.
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Tratamientos

Figura 2. Viabilidad celular de los diferentes tratamientos de
las cepas Lv20 a las 48 horas de incubacién con 5 polimeros
(P) a diferentes concentraciones y un control de agua desti-
lada estéril. Los datos corresponden a la media de un trata-
miento con tres réplicas. Letras distintas indican diferencias
significativas en la prueba de comparaciones muiltiples de
Tukey 95%.

Viabilidad de cepas de levadura con mezcla de
polimeros

Los resultados de la viabilidad a las 48 h, permitieron
seleccionar el polimero 1 ya que no afecta la viabilidad
celular a las 48 h de incubacién y por el contrario in-
crementa el recuento celular y el polimero 5 ya que si
bien disminuye la viabilidad celular, puede aportar una
mayor cobertura en la formulacion final. Con el objeto
de determinar el potencial de estos polimeros solos
y en mezcla entre ellos, a una proporcion de 50:50 y
25:50 (P1:P5), se decidio evaluar la viabilidad celular
contra el tiempo de dichos prototipos de formulacion.
Los tratamientos a la concentraciones de P1 al 1% vy
las mezclas de este con P5 (50:50 y 25:75) muestran
una gran estabilidad a través del tiempo, terminan-
do con concentraciones estadisticamente similares a

Formulacién sdélida a base de Rhodotorula

17



la concentracién inicial (1,00x10% células.mL™). Estas
concentraciones son superiores al tratamiento control
con ADE, que present6 una caida constante en la viabi-
lidad celular desde el segundo dia de incubacién has-
ta el dia 90 cuando la concentracién cae a 1,47x10°
células.mL. Por otra parte, los tratamientos a base de
P5, muestran una caida en la viabilidad celular de al-
rededor de 10 veces en las tres concentraciones eva-
luadas. Es importante anotar que el tratamiento con el
polimero 5 al 1%, se contaminé después del dia 20 de
evaluacion, por lo que fue descartado del andlisis (ta-
bla 1). Sin embargo, las viabilidades en los prototipos
de formulacion a base de P5 restantes, mostraron un
incremento hacia el dia 20 y 60 de evaluacién, para
luego volver a caer, terminando con los valores de via-
bilidad mas bajo con 2,60x108y 6,60x108 células.mL"
para las concentraciones de 5% y 10% respectivamen-
te (tabla 1).

Desarrollo de prototipos de formulacion sélida

Prueba de disolucion del prototipo de formulacion
con el nicleo de granulacion

Con el objeto de desarrollar un prototipo de formula-
cion granulado se seleccionaron tres azdcares (sacaro-
sa, dextrosa y manitol), que permitiera desarrollar un
ntcleo de formulacién. Para este propésito se midio
el tiempo (en segundos) de la disoluciéon en agua de
los azucares seleccionados, empleando como control
la urea, por su rapida disolucion, que en este caso fue
de 9,7 segundos. Los tiempos de disolucion encontra-
dos fueron de 35,6, 16.1 y 23,4 segundos para la sa-
carosa, manitol y dextrosa respectivamente. Con estos
resultados se llevé a cabo el prototipo de formulacion

granulada, empleando el principio activo previamente
suspendido en los polimeros (mezcla P1:P5 50:50) y
se realizé nuevamente la prueba de disolucion, encon-
trando que los tiempos se incrementaron casi al doble,
con 60,1, 30,1 y 44,7 para sacarosa, manitol y dextro-
sa respectivamente. Esta evaluacion se tomo con el fin
de asociar el tiempo, con la capacidad de disgregacion
del solido antes y después de la formulacién, deter-
minando asi caracteristicas esenciales de un producto
solido para la aplicacién en campo.

Determinacion de la viabilidad celular
en los prototipos granulados

De acuerdo a los resultados obtenidos en términos de
la disolucion de los prototipos de formulacion, se eva-
[ué la viabilidad celular del principio activo con los tres
agentes de nucleacién contra el tiempo. La tabla 2 in-
dica que los prototipos a base de dextrosa y sacarosa
redujeron considerablemente la viabilidad celular de la
cepa. Con el prototipo de formulacién a base de dex-
trosa, la cepa Lv20 tuvo una concentracion inicial de
4,1x10° células.g”, mientras la evaluacion hasta el dia
60, mostré una concentracion de 5,3x10* células.g'y
de 6,2x10% células.g' en el almacenamiento a 4 °C y
25 °C respectivamente. Debido a que estos recuentos
no corresponden a valores que puedan tener actividad
biocontroladora, se decidié suspender la evaluacién
de la viabilidad de estos prototipos. En la evaluacién
con el prototipo de formulacién a base de sacarosa, se
tuvo una concentracion inicial de 6,3x10° células.g’
y a los 90 dias de evaluacion esta concentracion bajo
a 5,40x10° y 3,07x10* células.g para la temperatura
de almacenamiento de 4°C y 25°C, respectivamente
(tabla 2).

Tabla 1. Viabilidad celular en el tiempo de los tratamientos con P 1y P 5 a diferentes concentraciones y mezclas de P1:P5 (50:50 y
25:75), para la cepa Lv20, durante 90 dias de almacenamiento a 25°C.

Tratamiento | Concentracion 2 dias 10 dias 20 dias 60 dias 90 dias
Control 9,83 x10% | cd | 1,12 x10° d 9,07 x10% | cd 5,80 x107 b 1,47 x10° a

1.0% 2,47 x10° d 1,33 x10° d 4,23 x10° | de 1,93 x108 bc 1,53 x108 bc

Polimero 1 1.5% 1,58 x10% | d 2,9 x107 d | 507x10% | de | 2,50x10% | bc 2,50 x108 bc
2.0% 2,53x10% | d | 520x10° | de | 7,50x107 | de | 2,23x10° | d 1,57 x10° d
50-50 1,23 x10° d 3,83 x10° | de | 2,53 x10° d 1,27 x10° d 1,90 x10° d

Mezcla
25-75 1,97 x10° | d | 3,17x10% | d | 2,67x10° | d | 1,32x10° | d 2,25 x107 d
1.0% 2,00x10% | bc | 500x10% | bc | 1,10 x10° d C C

Polimero 5 5.0% 1,63 x10% | bc | 2,67x10% | bc | 1,56 x10° | d 4,93 x10% | de 2,60 x108 bc
10% 1,28 x108 | bc | 1,60 x10° d 3,40 x10°? d 1,77 x10° d 6,60 x108 cd

C: contaminacién. Letras distintas indican diferencias significativas en la prueba de comparaciones multiples de Tukey 95%.
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Tabla 2. Evaluacién en el tiempo de la concentracién celular de prototipos de formulacién sélida con la cepa R. mucilaginosa
(LvGr20), a base de los 3 azticares usados como ntcleos de formulacién. A. temperatura de 4°Cy B. temperatura de 25°C.

A. Concentracion celular (UFC.g") de la Lv20 almacenada a 4°C

Tratamiento
Dia 1 Dia 15 Dia 30 Dia 60 Dia 90

Manitol 4,20x107 e 1,87x10° e 7,50x108 d 2,13 x108 cd 1,20 x108 cd
Sacarosa 6,30x10° e 1,00x10° e 7,40 x107 c 2,30 x10° bc 5,40 x10° b
Dextrosa 4,10x107 e 4,90x10° b 5,70 x10* a 5,30 x10% a SE

B. Concentracion celular (UFC.g-1) de la Lv20 almacenada a 25°C
Manitol 4,20 x10° de 1,27 x107 de 2,73 x108 C 1,77 x108 C 4,77 x107 C
Sacarosa 6,30 x10? de | 2,50x10° b 7,40 x10° ab | 4,10 x10* a 3,07 x10* a
Dextrosa 4,10 x10° de 2,50 x10° ab 1,20 x104 a 6,20 x10° a NV

SE: Se suspende evaluacién ya que la concentracién celular no es apta para obtener niveles de control sobre el patédgeno NV: No se encontré registro

de viabilidad

El prototipo de formulacién a base de Manitol, inicio
con una concentracion celular de 4,2x10° células.g' y
fue evaluado hasta el dia 90, mostrando viabilidades
del orden de 1,2x108 células.g y 4,8x107 células.g” a
4 °Cy 25 °C respectivamente a los 90 dias de almace-
namiento. Por otra parte los porcentajes de humedad
variaron entre prototipos de formulacion y tempera-
tura de almacenamiento ya que a 4 °C presentaron
humedades cercanas al 14% mientras que a 25 °C la
humedad presenté rangos entre 14y 1,2% (tabla 3).

Evaluacion de actividad biocontroladora in vivo en
rosas variedad vendela tipo exportacion

Los resultados de la evaluacion de viabilidad y pureza,
permitieron seleccionar los prototipos de formulacién
basados en las mezclas de P1:P5 (50:50) como agente
para resuspender el principio activo, y manitol como
agente nucleador almacenados tanto a 4 °C y 25 °C,
con el objeto de evaluar el potencial biocontrolador
de los prototipos de formulacién. Las condiciones del
ensayo fueron altamente conducentes de enfermedad,
ya que se empled la infestacion natural, mas una infes-

tacion artificial de B. cinerea (10.000 propagulos por
unidad experimental), lo que condujo a que el porcen-
taje de incidencia del ensayo fuera del 100% para to-
dos los tratamientos. Por tal motivo se decidié estimar
el potencial biocontrolador de los prototipos de for-
mulacién a través del indice de severidad por flor y por
pétalo para los 10 pétalos mas externos de cada flor.

Al realizar la lectura del indice de severidad del dia
5 en la flor completa, los resultados muestran que el
control positivo de enfermedad presenté un promedio
en el indice de severidad de 3.1. Este tratamiento no
mostré diferencias significativas con el tratamiento de
la formulacion a 25 °C, que obtuvo un nivel de seve-
ridad de 3.0. Por otra parte, la formulacién con 100
dias de almacenamiento a 4 °C, mostré un promedio
en el indice de severidad de 2.0, mientras que la for-
mulacién nueva con solo 10 dias de almacenamiento
obtuvo un nivel de 2.2, estas dos dltimas no tuvieron
diferencias estadisticas entre si, ni con la levadura sin
formular, que presenté un nivel de 2.5 en la escala de
severidad y diferencias significativas (P < 0.05) con los
demas tratamientos (figura 3).

Tabla 3. Porcentaje de humedad en funcién del tiempo y temperatura de almacenamiento de los prototipos de formulacién a base
de manitol para R. mucilaginosa Lv20. A. porcentaje de humedad a 4°C, B. porcentaje de humedad 25°C.

A. Porcentaje de humedad de prototipos de formulacion a 4°C

Dia 1 Dia 15

14,47 de 14,22 d

Dia 30
14,92

Dia 60
ef 15,01 f

B. Porcentaje de humedad de prototipos de formulacion a 25°C

Dia 1 De Dia 15 c
14,47 8,26

Dia 30 Dia 60
b a

1,93 1,21

Letras distintas indican diferencias significativas en la prueba de comparaciones multiples de Tukey 95%
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Figura 3. Nivel de severidad en flor completa al dia 5 de lectu-
ra, los datos corresponden a la media de un tratamiento con
tres réplicas. Testigo relativo: aplicacién de ADE; un control
positivo de enfermedad (testigo absoluto) con la aplicacién
del patégeno; férmula 4 °Cy 25 °C: férmula con 100 dias
de almacenamiento a4 °Cy 25 °C respectivamente; formula
nueva: formula nueva con 10 dias de almacenamiento a 4 °C;
y un control de levadura sin formular (Lv20). Letras distintas
indican diferencias significativas en la prueba de compara-
ciones multiples de Tukey (95%).

En cuanto al porcentaje de pétalos infectados por flor
evaluado en los diez pétalos mas externos (figura 4),
merece mencionar que las rosas inoculadas presen-
taron en promedio el 86,6% de pétalos infectados,
indicando un alto nivel de virulencia de la cepa de
B. cinerea empleada, bajo las condiciones analizadas.
Por otra parte, el control negativo mostré un porcen-
taje de pétalos infectados del 14,6%, indicando que
ese era el nivel de infestacién con el que venian las
flores del invernadero comercial. En relacion a los tra-
tamientos, llama la atencién que la formulacién alma-
cenada a 25°C tuvo un porcentaje de infeccion del
74,6%, el cual es estadisticamente similar al control
de enfermedad, indicando ausencia de actividad bio-
controladora. La levadura sin formulaciéon presenté
un valor de porcentaje de infeccion del 70%, mien-
tras que la férmula almacenada por 100 dias a 4°C
un valor de 47,0% y la formulacién nueva con solo
10 dias de almacenamiento obtuvo un promedio de
48,7% (figura 4).

Luego de analizar el porcentaje de infeccion de los
10 pétalos mas externos de cada flor, se procedi6 a
analizar la severidad en cada uno de dichos pétalos.
El nivel de severidad para el control positivo, estuvo
en un promedio de nivel 1.8, el control negativo de
0,26, mostrando diferencias estadisticas (p < 0.05) con
los demds tratamientos. La levadura sin formular tuvo
un nivel de 1.36, la férmula de 100 dias de almace-
namiento a 4°C un nivel de 1, la formulacién nueva
obtuvo un nivel de 1.12 sin diferencias entre si y la
formulacién almacenada a 25°C, obtuvo un nivel de
severidad de 1.43, sin presentar diferencias con el con-
trol del patégeno (figura 5).

de

Testigo Testigo Formula 4°C  Férmula Lv20 Férmula 25°C
Absoluto Relativo Nueva

Tratamientos

% Testigo Absoluto ¥ Testigo Relativo m Férmula 4°C

M Férmula Nueva ®Lv20 Férmula 25°C

Figura 4. Porcentaje de pétalos infectados por flor, de los
10 pétalos mds externos de las Rosas sp. cv Vendela. Los tra-
tamientos son iguales a la leyenda de la figura 3. Los datos
corresponden a la media de un tratamiento con tres réplicas.
Letras distintas indican diferencias significativas en la prueba
de comparaciones multiples de Tukey 95%.

cd

be bc

N\

Testigo Testigo Féormula 4°C  Férmula Lv20 Férmula 25°C
Absoluto Relativo Nueva

Tratamientos

% Testigo Absoluto * Testigo Relativo m Férmula 4°C

®Férmula Nueva ®Lv20 Férmula 25°C

Figura 5. Nivel de severidad de pétalos infectados por flor, de
los 10 pétalos mas externos de las Rosas sp. cv Vendela. Los
tratamientos son iguales a la leyenda de la figura 3. Los datos
corresponden a la media de un tratamiento con tres réplicas.
Letras distintas indican diferencias significativas en la prueba
de comparaciones multiples de Tukey 95%.

Discusién

En este trabajo se partié de un aislamiento de levadura
filosférica previamente aislada y evaluada por su po-
tencial biocontrolador (Medina et al., 2009), para el
desarrollo de un prototipo de formulacién granulado.
Otros trabajos han desarrollado formulados granula-
dos a base de levaduras filosféricas, empleando vehi-
culos como talco o kaolin para el control de agentes
fitopatégenos de postcosecha (Kinai & Yildiz, 2008).
Sin embargo, el uso de polimeros en formulados s6-
lidos han sido empleados en combinacién con bac-
terias (Bashan et al., 2002), pero su uso en levaduras
como principio activo ha sido muy limitado (Patifio-
Vera et al., 2005).

La primera fase de este estudio consistié en identifi-
car la compatibilidad de 5 polimeros diferentes con
la cepa de R. mucilaginosa Lv20. Los cuatro polimeros
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organicos a base de polisacaridos evaluados, no uni-
camente son compatibles con dicho aislamiento, sino
que en la cepa se present6 un incremento en biomasa
celular, con diferencias estadisticamente significativas
(P<0.05), al menos cuando son incubadas durante 48
horas a 25°C. El incremento en biomasa mencionado
si bien es aparentemente atractivo para efectos de
mantener la viabilidad celular de los microorganismos,
también puede ser contraproducente para la formu-
lacion. En este sentido Patino-Vera et al. (2005), re-
portaron la caida dramatica en viabilidad (4-5 6rdenes
de magnitud en un mes), cuando la concentracién ini-
cial de un formulado, a base de la cepa BMH129 de
Rhodotorula minuta, se preparé en el orden de 10'°
células.mL!, en comparacién a 10° células.mL”, don-
de pierde alrededor de 2 6rdenes de magnitud en seis
meses de almacenamiento. Situacién similar ha sido
reportada en formulaciones con Pichia anolama (Melin
et al., 2007), donde los autores sugieren que el efecto
negativo sobre la viabilidad celular, reside en la acu-
mulacién de metabolitos toxicos producidos por la
biomasa celular.

Estos resultados preliminares nos llevaron a la siguien-
te fase del estudio, la cual consistié en la evaluacion de
mezclas de polimeros, de tal forma que pudiésemos
obtener los beneficios de poblaciones altas en el for-
mulado a base de polimeros organicos, pero controla-
das al mezclarlo con el polimero sintético 5 (PVP). Este
dltimo polimero mantiene la viabilidad celular estable,
pero ademas le confiere otro tipo de propiedades al
prototipo de formulaciéon, como un mejor recubri-
miento, gracias a la formacion de una pelicula sobre
la superficie del pétalo, con lo cual se busca mejorar
la actividad de las levaduras (Paau, 1998; Lloyd, 1983).

Los resultados obtenidos en términos de viabilidad en
las formulaciones liquidas empleando dGnicamente los
polimeros 1 y 5 con sus mezclas, mostraron que los
tratamientos que lograron una mayor estabilidad hasta
90 dias de almacenamiento a 25°C con la cepa Lv20,
fueron el polimero 1 al 1% y las mezclas 50-50 y 25-75
entre los polimeros 1 (1%) y 5 (10%) respectivamen-
te (P < 0.05). Algunos estudios han reportado el uso
de biopolimeros para la formulacién de inoculantes
bacterianos esporulados (Bacillus sp.) y no esporula-
dos (Azospirillium y Azotobacter), con resultados de
viabilidad superiores a 3.5x107 células.mL’ luego de
mas de un afo de almacenamiento a 30 °C (Amalraj
et al., 2013). Incluso se han reportado polimeros para
el desarrollo de bioinoculantes a base de bacterias,
donde mezclas entre distintos polimeros sintéticos han
permitido obtener niveles de supervivencia prolonga-
dos en microorganismos como Bradyrhizobium elkanii
(Denardin & Freire, 2000). En el caso de las levaduras
se ha evaluado el uso de azucares (e.i trehalosa) (Li et
al., 2008), polialcoles (e.i glicerol), incluso algunos po-
lisacaridos como goma de xantana y alginato de sodio
(Patino-Vera et al., 2005; Kinay & Yildiz, 2008), o se ha
manipulado la actividad de agua para conferirle ma-

yor estabilidad a las cepas durante el almacenamiento
(Schilder et al., 2011; Teixido et al., 1998), entre otras
estrategias para la estabilizacion de las formulaciones.

Una vez identificadas las mezclas mas adecuadas para
conferir estabilidad al prototipo de formulacién, se
buscé determinar el azicar que sirviera tanto como
agente preservativo para evitar contaminacioén micro-
biana, asi como dispersante al momento de disolver la
formulacién en agua (Burges & Jones, 1998). De los
tres azucares evaluados, se escogié el manitol como
base del prototipo, debido a que la viabilidad encon-
trada fue mas alta que la encontrada con los otros dos
ndcleos (sacarosa y glucosa). Es bien sabido que al-
gunos azucares (e.i trehalosa, lactosa), utilizados para
formulaciones, pueden generar un efecto protector,
evitando la desnaturalizacion de proteinas, durante
procesos de secado o deshidratacion (Li et al., 2008),
o incluso cuando son empleadas en formulaciones
liquidas (Abadias et al, 2003; Melin et al., 2011). El
efecto de dichos azicares sobre la tolerancia a las dis-
tintas condiciones de almacenamiento, puede variar
dependiendo del tipo de microorganismo (Melin et al.,
2011). En este sentido, Melin et al. (2007), reportan
que el empleo de sacarosa o trehalosa como criopro-
tector en un proceso de liofilizacién, no mostraron
diferencias estadisticamente significativas en la viabi-
lidad celular después de 6 meses de almacenamiento
en varias formulaciones de P. anomala. Sin embargo,
en este estudio los prototipos de formulacion con sa-
carosa generaron un detrimento de la viabilidad ce-
lular bajo las condiciones evaluadas. Las diferencias
del efecto de la sacarosa sobre la viabilidad celular de
Rhodotorula o Pichia puede ser debido a diferencias
por la fisiologia de los microorganismos o en el proce-
dimiento realizado, estudios posteriores deben ser de-
sarrollados para poder sacar conclusiones al respecto.

No se encontraron diferencias estadisticamente sig-
nificativas en la viabilidad celular entre temperaturas
de almacenamiento a 4 y 25°C, entre el dia 1 vy el
15 y entre el dia 60 y 90 de incubacién para el pro-
totipo de formulacién con manitol. Sin embargo, los
resultados muestran una tendencia en la que a menor
temperatura mayor viabilidad. Distintos estudios han
demostrado que el almacenamiento a bajas tempera-
turas puede generar una estabilidad mayor a las célu-
las, debido a que estas disminuyen su metabolismo,
previniendo asi la produccién de metabolitos toxicos
(Melin et al., 2006; Kinay & Yildiz, 2008). En un estudio
previo, donde se almacenan formulaciones liquidas a
base de P. anémala a 10°C, 20°C y 30°C durante 12
meses, se logra evidenciar que el porcentaje de viabili-
dad en el almacenamiento a 10°C es un 30% superior
al encontrado en el almacenamiento a 30°C, confir-
mando que la viabilidad celular permanece mas esta-
ble a bajas temperaturas (Melin et al., 2007). Canamas
et al. (2011) reportan un prototipo de formulacién a
base de Candida sake, para el control de B. cinerea
en uvas, donde el prototipo almacenado a 4 °C logra
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reducir la incidencia de enfermedad en un 50%, con-
firmando que el almacenamiento a bajas temperaturas
proporciona a las células una mayor estabilidad y nivel
de control que los que se pueden obtener con un al-
macenamiento a temperaturas elevadas (Canamas et.
al, 2011).

Los porcentajes de humedad reportados en este tra-
bajo, variaron de acuerdo al tiempo y la temperatura
de almacenamiento. Los prototipos de formulacién a
base de la cepa Lv20 mostraron porcentajes cercanos
al 14% en 4°C y cercanos al 1% en la temperatura
de 25 °C, los cuales son significativamente diferentes
entre si (P < 0.05). El porcentaje de humedad de una
formulaciéon comercial solida es una caracteristica
critica, debido a que altos porcentajes de humedad,
pueden generar compactaciéon e inconvenientes en
la manipulacion, asi como también contaminacion
por otros microorganismos ajenos al sistema (Burges,
1998). Incluso la respuesta fisiolégica al contenido de
humedad puede variar entre aislamientos microbia-
nos, siendo posiblemente una fuente importante de
la variacion en viabilidad encontrada bajo diferentes
prototipos de formulacion (Burges, 1998). Asi mismo,
porcentajes bajos de humedad, pueden afectar la via-
bilidad celular a expensas de una reduccién en térmi-
nos de actividad de agua, a niveles por debajo de los
necesarios para mantener la viabilidad celular (Grant,
2004). Dadas las diferencias encontradas en términos
de los porcentajes de humedad de los prototipos de
formulacién almacenados a 4°C y 25°C, muy posible-
mente las diferencias encontradas en la viabilidad ce-
lular, estén determinadas no tGnicamente por efecto de
la temperatura, como se explicé arriba, sino debido al
bajo contenido de agua disponible en la formulacion,
lo cual pudo afectar la viabilidad celular. Estudios pos-
teriores se deben llevar a cabo para determinar el peso
de cada una de estas variables en el deterioro de la
viabilidad celular de las levaduras bajo estudio.

La eficacia en el control a base de levaduras varia de
acuerdo al patosistema estudiado y los diferentes tra-
tamientos empleados para el disefio de los prototipos
de formulacién. La aplicacion de C. guillermondii y P.
anomala para el control de una infestacion natural (ma-
yoritariamente a base de B. cinerea), causante de la
enfermedad de pudricion del tomate, mostraron una
disminucion cercana al 50% en términos de inciden-
cia y severidad en comparacién al control sin aplicar
(Zong et al., 2010). De forma similar, prototipos de C.
sake formulados con diferentes concentraciones de
trehalosa y almacenada por 4 meses a 4°C, mostraron
una reduccion en incidencia en manzanas inoculadas
con una poblacién de 10* conidias.mL" de P. expan-
sum, entre 56% y 70%, similar a las células frescas
sin formular (Abadias et al.,, 2003). En otro estudio, el
efecto combinado de C. laurentii y R. glutinis también
resulté en el mas alto nivel de eficacia de control bio-
l6gico contra P. expansum, reduciendo los indices de
la enfermedad a 45 y 56%, respectivamente, en com-

paracién con 94 y 81% en el control no tratado (Li et
al., 2008). En este trabajo se logré la disminucion de
los sintomas de la enfermedad en un 39% en Rosas sp.
cv Vendela, en relacion al control de enfermedad que
mostro un porcentaje de pétalos infectados de 86%,
con un prototipo de formulacion a base de la cepa
Lv20 almacenada a 4°C durante 100 dias, logrando
niveles de control similares a la cepa recién formulada.

Conclusién

El prototipo de formulacion a base de R. mucilaginosa
Lv20, resuspendida en una mezcla de P1:P5 (50:50)
y empleando manitol como agente nucleador en una
formulacién granulada, mantuvo una viabilidad sufi-
ciente a los 100 dias de almacenamiento a 4°C para
mostrar actividad biocontroladora contra B. cinerea en
rosas de corte. Es necesario realizar estudios de alma-
cenamiento mas prolongados, sin embargo el prototi-
po de formulacion aqui disenado es promisorio para
el manejo de la enfermedad del moho gris en rosas
de corte tipo exportacion, especialmente si se emplea
dentro del ciclo de cultivo, como una estrategia de ro-
tacion de productos de sintesis quimica.
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