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Para el desarrollo de un bioproducto se debe cumplir con una serie de etapas que
requieren de un trabajo multidisciplinario a mediano y largo plazo, con una inversién
que facilmente puede superar los 5 millones de délares en 5 afios (Figura 11).
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Figura 11. Esquema general para la obtencién de un bioplaguicida.

Una vez definido el problema a abordar, en una primera etapa se debe llevar a cabo el
aislamiento de los microorganismos potenciales o candidatos para el control biolégico
de una determinada plaga o enfermedad; esta actividad se realiza aplicando técnicas
de aislamiento convencionales que involucran numerosos muestreos en hébitats o
microambientes especificos. Es importante conocer las técnicas de manipulacién y
transporte adecuados para evitar la pérdida de viabilidad o de caracteristicas de interés
de dichos microorganismos.

En una segunda etapa a nivel de laboratorio se lleva a cabo un screening o seleccién
para conformar una coleccién de microorganismos que hayan demostrado tener
el efecto o caracteristica de interés; para esto es indispensable estandarizar una
técnica de evaluacion de “alto desempefio”, es decir, que permita de forma eficiente
evaluar un nimero grande de muestras en un tiempo corto y con una inversién
y estructura logistica accesible. Una de las herramientas més usadas para llevar a
cabo este tipo de estudios son las pruebas a nivel “micro”, en las que se adaptan
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numerosas técnicas enzimaticas, inmunoldgicas o colorimétricas existentes al tamafio
de una placa de 96 pozos o microplaca. De la cantidad y calidad de la informacién
generada dependerd la correcta selecciéon de candidatos para ser evaluados en
etapas posteriores; el nimero de estos debe ser lo méas reducido posible, ya que
en las etapas posteriores se requiere de una inversién mayor en infraestructura y
recursos econémicos y humanos.

En una tercera etapa se realiza la produccién masiva de los microorganismos seleccionados,
lo que implica la obtencién de cantidades de biomasa suficientes para evaluar
simultdneamente la caracteristica de interés mediante bioensayos a nivel de laboratorio o
invernadero. Generalmente se lleva a cabo la evaluacién de diferentes fuentes nutricionales
para optimizar o alcanzar la méxima produccién de biomasa, lo que implica la aplicacién
de estrategias de disefio de experimentos para hacer mas eficiente esta actividad. En
este punto alguno de los candidatos se descarta, dado que no se alcanzan los niveles de
biomasa o concentracién necesarios para formular un prototipo de bioproducto, estos
valores se obtienen con bioensayos previos para determinar las dosis letales o efectivas
del microorganismo sobre la plaga o enfermedad a controlar.

En una cuarta etapa se desarrolla un prototipo de formulacién, que consta
basicamente de la biomasa del microorganismo con la adicién de una mezcla de
excipientes o auxiliares de formulacién que proveen caracteristicas de estabilidad
en almacenamiento, proteccién UV, tolerancia a condiciones ambientales u otra
ventaja adicional. Esto requiere de la implementacién simultdnea de bioensayos para
demostrar que la caracteristica de interés del microorganismo no se ve afectada por la
adicion de estos componentes, lo que implica que se debe llevar a cabo una seleccién
cuidadosa de estos y se debe contar con cierto grado de experticia para el montaje e
interpretacién de los ensayos experimentales. En general, dada la complejidad de los
sistemas de formulacién, en esta etapa se trabaja con un nimero muy reducido de
candidatos que han superado todas las etapas anteriores.

Una vez surtidas estas cuatro etapas “bioldgicas” y “tecnoldgicas” se debe
evaluar el prototipo de formulacién en condiciones de la vida real, es decir en
campo, no solo para demostrar la eficacia de la solucién tecnolégica generada
sino para cumplir con algunos de los requisitos necesarios para el registro de un
bioproducto. De ser necesario, en funcién de los resultados obtenidos se hacen
nuevos ajustes en las etapas tecnoldgicas para alcanzar el nivel de control de la
plaga o enfermedad en campo definida previamente; en este punto se debe tener
en cuenta que el bioproducto aplicado presentard multiples tipos de interacciones
con factores bidticos y abidticos en el cultivo que hacen muy dificil la generacién
e interpretacién de los resultados.

Solo si se han surtido exitosamente las cinco etapas previas, se estard en capacidad de
surtir todos los requerimientos legales y de registro en Colombia, cuyo ente regulador es
el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA). Basicamente estas se refieren a demostrar
la eficiencia del producto en cultivos monitoreados por el ICA para la expedicion del
registro de venta del producto v, si es el caso, se debe demostrar la capacidad técnica,
de equipos e infraestructura si se desea obtener el registro de productor. Para el caso
de bioproductos, los requerimientos operacionales son mucho més estrictos, dado que
muchas de las etapas de produccién requieren de condiciones especiales de asepsia,
esterilidad y un control muy riguroso de variables tales como humedad, temperatura,
luz, calidad del agua y vapor, entre otras; esto hace que los costos de inversién en una
planta de produccién sean més elevados.

)




En este contexto, la obtencién de un bioplaguicida para el control del marchitamiento
vascular de la uchuva causado por Fusarium oxysporum debera surtir las mismas etapas
y requisitos descritos. Sin embargo, este hongo patégeno ofrece unos retos bioldgicos y
tecnoloégicos especiales dada su alta versatilidad fisioldgica, que le permite la adaptacién
a diversas condiciones medioambientales y generar resistencia a corto plazo a la mayoria
de los plaguicidas quimicos, ademas de su capacidad de sobrevivir hasta 30 afios en el
suelo, ya que produce estructuras de resistencia. Por tanto, el bioproducto a desarrollar
idealmente debe tener las siguientes caracteristicas:

o Concentracién 6ptima del ingrediente activo para asegurar su eficacia.

o Compatibilidad con algunos de los principales fungicidas y plaguicidas cominmente
usados en el cultivo de uchuva para permitir la integracién en un Programa de
Manejo Integrado del Cultivo (MIC).

o No presentar fitotoxicidad o algin otro tipo de efecto negativo sobre uchuva u
otro cultivo.

o Elevada permanencia en el suelo manteniendo la viabilidad del ingrediente activo.
o Facilidad de aplicacién en el suelo usando equipos convencionales.

o Facilidad de dosificacidn, dispersién o disolucién.

Mediante la seleccién rigurosa del microorganismo biocontrolador, con el desarrollo de
procesos eficientes de produccién del ingrediente activo y una exhaustiva investigacién
en prototipos de formulacién, en el Laboratorio de Control Biolégico de Corpoica se
solventaron algunos de los retos asociados a las seis caracteristicas mencionadas. Esta
investigacion inicial que tomé 3 afos, financiada por el MADR y Asohofrucol en el
marco del proyecto “Estrategias de control biolégico de Fusarium oxysporum en el
cultivo de uchuva (Physalis peruviana)”, permitié la obtencién de tres prototipos de
formulacién a base de rizobacterias.

Uno de los prototipos, a base de la rizobacteria Pseudomonas sp. PfO14, se formuld
en una presentacion de liquido concentrado con una concentracién de 1.49x10"
UFC/ml. Con este se alcanzé una germinacién de semillas de uchuva del 93% en 17
dias, mientras en el testigo no tratado la germinacién fue inferior al 90%; también se
observé una disminucién de la incidencia de F. oxysporum en invernadero en un 17% y
aumenté la produccién de uchuva en campo en un 19.4% (alcanzando 19.3 t/ha.afio),
en comparacién con el tratamiento agricultor.

El otro prototipo, a base de la rizobacteria Bacillus sp. BsO06, se formulé en una
presentacién de liquido concentrado con una concentracion de 1.6x10" UFC/ml y
demostrd ser estable en su viabilidad durante tres meses a temperatura de refrigeraciéon
(4°C) (Figura 12). Con este se alcanzé una germinacién de semillas de uchuva del 90%
en 20 dias, mientras en el testigo no tratado la germinacién fue inferior al 90% vy se
disminuy® la incidencia de F oxysporum en invernadero en un 24%. Adicionalmente,
aumenté la produccién de uchuva en campo en un 48.4% (23.9 t/ha-afio), en
comparacién con el tratamiento agricultor.

Sumado a lo anterior, se desarrolld un prototipo sélido para suspender en agua a
base de la rizobacteria Pseudomonas sp. PfO14, que presenté adecuadas caracteristicas
microbioldgicas y fisicoquimicas pero cuyo costo de produccion fue el més elevado, por
lo que solamente fue evaluado hasta nivel de invernadero (Figura 12).
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Figura 12. Izg. Prototipo liquido a base de Bacillus subtilis Bs006. Der.
Prototipo sélido a base de Pseudomonas sp. Pf014.

Los dos prototipos liquidos se encuentran en evaluacién a través de un ciclo completo de
cultivo de uchuva para determinar la relacién beneficio/costo de esta tecnologia, pero
desde la primera cosecha han demostrado una reduccién en los costos de aplicaciéon
y un aumento en los beneficios econémicos para el agricultor. Simultdneamente se ha
observado una incidencia de F oxysporum menor al 15% después de 6 meses en un lote
infestado en el que se habia presentado incidencias de hasta el 80% del marchitamiento
vascular.




