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Introduccion

Losbioplaguicidasmicrobianossonproductosquecontienenunmicroorganismo
0 un componente de este como ingrediente activo (Fernandezy Juncosa, 2002),
cuya adecuada formulacién los hace resistentes a condiciones abidticas tales
como exposicion a la luz UV, oscilaciones repentinas de temperatura, pH y
humedad relativa, entre otras (Burges, 1998).

Para el desarrollo de un bioplaguicida es necesario llevar a cabo diferentes
etapas tecnoldgicas, entre las que se destaca la preformulacién, cuyo objetivo
principal es la determinacién de las caracteristicas fisicas, quimicas y biologicas
del principio activo (microorganismo) y de los cambios que este pueda sufrir
solo o en combinacién con los auxiliares de formulacién necesarios para la
elaboracién del producto final (Gémez et al., 2000).

El laboratorio de Control Biolégico del Centro de Biotecnologia y Bioindustria
de Corpoica ha venido trabajando durante los ultimos afios en la busqueda de
microorganismos con potencial para el control biolégico de diversos patdégenos,
en diferentes cultivos, seleccionando la cepa de Pseudomonas fluorescens
Ps006 por su potencial para el control de Olpidium virulentus en plantulas de
lechuga (L. sativa), por su capacidad para producir biosurfactantes y por sus
actividades solubilizadora de fésforo y zoosporicida (Sastoque, 2010). Por estas
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razones, el aislamiento Ps006 fue escogido como candidato para convertirse
en el ingrediente activo de un bioinsumo con posible actividad antagonista
de fitopatégenos e inductor del crecimiento vegetal, para el que se disefidé un
sistema de entrega sélido [polvo mojable (WP)] para un principio activo a base
de Ps006.

Materiales y métodos

Disefio y caracterizacion quimica, biolégica y microbiolégica del principio
activo a base de P. fluorescens Ps006

Una vez determinado el tiempo éptimo de fermentacion de P. fluorescens Ps006,
se realizd la caracterizacién de tres lotes de dos principios activos diferentes;
el primero correspondié al caldo de fermentacién con células, y el segundo, al
caldo sin células, retiradas filtrando el caldo de cultivo con filtros de 0,22 um.
La caracterizacién se realiz6 evaluando la concentracién celular en unidades
formadoras de colonia por mililitro (UFC/mL), el pH, la masa seca y la actividad
biolégica in vitro, por triplicado para cada lote.

Concentracion celular: Se determiné la concentracion del principio activo
con células por el método de recuento en placa en medio LB. Los datos se
promediaron y se determino la desviacion estandar de los mismos.

Determinacion del pH. El pH de los dos principios activos se midié con un
potenciometro marca Hanna Instruments, previamente calibrado. Los datos se
promediaron y se determind la desviacion estandar de los mismos.

Masa seca: Con el uso de una balanza halégena de humedad marca KERN se
determiné el porcentaje de humedad de una alicuota de 1 mL, de cada uno de
los lotes, de los dos principios activos por triplicado, estimandose el porcentaje
de masa seca en el principio activo. Los datos se promediaron y se determiné la
desviacion estandar de los mismos.

Actividad biolégica in vitro: La actividad biolégica in vitro se estimé como
la inhibicién del crecimiento diametral de cuatro fitopatégenos modelo, por
su facilidad de mantenimiento en medio de cultivo artificial y mediante la
inhibicion de la germinacion de conidios de Botrytis cinerea Bo008.

Para medir la inhibicién del crecimiento diametral se utilizaron los patégenos
Fusarium oxysporum MAP5 aislado de cultivos de uchuva, Rhizoctonia solani
Rh200, Sclerotinia sclerotiorum Sc021 - papa, Botrytis cinerea Bo008 - mora y los
tratamientos evaluados (posibles principios activos del bioinsumo); fueron el
caldo de fermentacién con las células de Ps006 y el caldo de fermentacién sin
células, después de removerlas por filtracién (0,22 um). Muestras de 100 pL de
cada uno de los tratamientos se sembraron en medio agar PDA y se colocg, en
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el centro de la caja sobre el medio de cultivo, un disco de cinco mm de didmetro
de medio de cultivo crecido con los hongos fitopatégenos de ocho dias de
edad. Se utilizaron tres cajas de Petri para cada uno de los hongos, con cada
uno de los tratamientos provenientes de cada uno de los lotes de fermentacion.
El tratamiento control consistié en medio agar PDA sin indculo bacteriano, pero
inoculado con los hongos fitopatégenos de la forma descrita previamente. Las
cajas se incubaron ocho dias a 25 + 2°C y transcurrido dicho tiempo se midi6 el
didmetro de la colonia formada, realizando cuatro mediciones, una horizontal,
una vertical y las dos diagonales; posteriormente se promediaron dichos datos
para obtener el valor de crecimiento diametral medio de cada colonia.

Para la evaluacion del efecto de los tratamientos sobre la germinacion de los
conidios de B. cinerea Bc008 se prepard una suspension de conidios en una
solucién de Tween 80 al 0,5% y se ajusté a una concentraciéon de 1x10° conidios/
mL mediante recuento en camara de Neubauer. Se inocularon 50 uL de la
suspension de conidios y 50 uL del tratamiento en cajas de Petri con medio agar
aguay se incubaron a 25 + 2°C por 16 horas; la germinacién se detuvo con una
gota de azul de lactofenol. Como tratamiento control se sembraron 50 uL de la
suspension de conidios y 50 uL de medio LB estéril en cajas Petri con agar agua.
El experimento contd con tres repeticiones por tratamiento.

Una vez se verificd la normalidad de los datos (Shapiro Wilk, 95%) y la
homogeneidad de varianzas (Prueba de Barlett, 95%) de los mismos, los
resultados se analizaron mediante un andlisis de varianza (ANAVA) y una
comparacién de medias de Tukey, con un nivel de confianza del 95%, empleando
el programa estadistico Statistix 8.0.

Desarrollo de la formulacion mediante la seleccion del soporte sélido (vehiculo)
mds compatible con el principio activo a base de P. fluorescens Ps006

Se evaluaron tres soportes sélidos denominados S1, S2 y S3 a dos humedades
cada uno (10% y 20%). Para los tratamientos con 10% de humedad se
mezclaron homogéneamente 180 g de cada uno de los soportes sélidos con
25,5 mL del principio activo seleccionado. Posteriormente se dispensaron
muestras de 1 g de soporte inoculado con el principio activo en viales de
vidrio previamente esterilizados, los cuales se sellaron con tapones de caucho
y agrafes metélicos y se almacenaron a temperaturas de 8 + 2°C, 18 + 2°Cy 28
+ 2°C. Para los tratamientos correspondientes al 20% de humedad, se realizé
el mismo procedimiento, cambiando Unicamente la relacion soporte—principio
activo, para lo cual se mezclaron 150 g de soporte con 21,25 mL de caldo de
fermentacion (principio activo) y 21,25 mL de tampén fosfato pH 7,5.

Antes deiniciar el almacenamientoy pasados 1,2 y 3 meses de almacenamiento
se evalué la viabilidad de P. fluorescens Ps006 por el método de recuento en placa
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descrito previamente (resultados expresados en UFC/mL), el pH y la actividad
frente a S. sclerotiorum Sc021 como hongo modelo. La muestra contenida en
cada vial se mezclé con 9 mL de Tween 80 al 0,5% y se agitd para su posterior
homogenizacién. Para la evaluacion de la actividad biocontroladora de cada
tratamiento, muestras de 100 pL de cada uno de los tratamientos reconstituidos
se sembraron en cajas de Petri con medio agar PDA y se colocé, en el centro de
la caja sobre el medio de cultivo, un disco de cinco mm de didmetro de medio
crecido con S. sclerotiorum Sc021. Se utilizaron tres cajas de Petri por cada uno
de los tratamientos. El tratamiento control negativo para la evaluacién de la
inhibicién de crecimiento diametral consistioé en el medio agar PDA sin indculo
bacteriano. Las cajas se incubaron ocho dias a 25 + 2°C y transcurrido dicho
tiempo se determiné el crecimiento diametral como se describié anteriormente.

Antes de mezclar el principio activo con los soportes se evalué su viabilidad y
su actividad bioldgica sobre el crecimiento diametral de S. sclerotiorum Sc021.
Como control negativo se determiné también la actividad de los soportes solos,
mezclados con agua estéril sobre el crecimiento de dicho patégeno. Con los
resultados iniciales y finales se calculé la pérdida de viabilidad y la actividad
biocontroladora, utilizando las siguientes férmulas:

(Viabilidad inicial - Viabilidad final)
Viabilidad inicial

Pérdida de viabilidad (%) =

(% inhibicién inicial del patégeno

- % inhibicion final del patégeno)
Pérdida de actividad (%) = *100

% inhibicién inicial del patégeno

El disefio fue completamente al azar con medidas repetidas en el tiempo. En
cada tiempo de mediciéon se evaluaron dos viales de cada tratamiento por
triplicado. Una vez se verificé la normalidad de los datos (Shapiro Wilk, 95%)
y la homogeneidad de varianzas (Prueba de Barlett, 95%) de los mismos, los
resultados se analizaron mediante un ANAVA y una comparacion de medias de
Tukey, con un nivel de confianza del 95%, empleando el programa estadistico
Statistix 8.0.

Resultados y discusion

Diserio y caracterizacion quimica, biolégica y microbiolégica del principio
activo a base de P. fluorescens Ps006

Los resultados obtenidos al caracterizar los dos posibles principios activos se
presentan en la Tabla 1:
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Tabla 1. Caracteristicas quimicas y microbiolégicas de tres lotes de principios activos a base de
Ps006

g;’ggg”(ﬁ%'%fﬁ 673x10°  BO7XI0° 8930 791x10°  7.3210°
(Caldo de fermentacion
con células pH 8,68 8,65 8,64 8,66 0,020
Peso seco (%) 1,85 1,68 1,59 1,71 0,13
Caldo de fermentacion pH 8,44 8,43 8,46 8,44 0,015
sin células Peso seco (%) 1,51 1,34 1,33 1,40 0,10

En laFigura 1 se observa la actividad biocontroladora in vitro del principio activo
con células y sin células, frente a los cuatro patédgenos evaluados. Se detectaron
diferencias significativas (p<0,05) entre los tratamientos en los que se usé el
principio activo con células y en los que se uso el principio activo sin células, con
los cuales no se obtuvo inhibicién de crecimiento diametral en ningln caso, en
comparacién con el caldo de fermentacién con células que causé inhibiciones
de R. solani Rh200, B. cinerea Bc008, S. sclerotiorum Sc021 y F. oxysporum MAP5
del 87,40%, 90,89%, 93,64% y 55,21%, respectivamente.
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Figura 1. Actividad biocontroladora in vitro de dos principios activos a base de Ps006: inhibicion del
crecimiento diametral. Tratamientos con la misma letra no presentan diferencias significativas segun
la prueba de Tukey (95%).

La actividad antagonica de P fluorescens contra Fusarium sp., Botrytis sp.,

Sclerotinia sp. y Rhizoctonia sp. ya ha sido descrita anteriormente; por ejemplo,
para F. oxysporum se obtuvo un control del 81,21% en condiciones de campo
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(Manikandan et al., 2003), para R. solani se observaron disminuciones de la
intensidad de la enfermedad del 42% (Rabrindran et al, 1996) y del 47,89%
(Commare et al, 2002) en condiciones de invernadero, para Botrytis sp. se
obtuvo una disminucién del crecimiento in vitro del 67,7% (Mikani et al., 2008) y
para S. sclerotiorum una reduccién de la incidencia de la enfermedad del 26,3%
en condiciones de campo (Fernando et al., 2007), lo que demuestra el potencial
que tiene P. fluorescens para emplearse como principio activo de bioplaguicidas
para diferentes patosistemas.

En cuanto a la actividad biocontroladora evaluada como la inhibiciéon de
la germinacién de los conidios de B. cinerea Bc008, el principio activo con
células caus6 una reduccion de la germinacion del 46,10%, valor que fue
significativamente mayor (F=29,1; df=1; P=0,0001) que el obtenido con el
principio activo sin células con un 4,68% de inhibicion (Figura 2). En la Figura
3 se observa que el tubo germinal de los conidios expuestos al principio activo
con células de Ps006 tienen un tamano considerablemente menor que el de
los conidios del tratamiento control y aquellos que se expusieron al principio
activo sin células, evidencidndose también un efecto sobre la extension del
tubo germinal y en consecuencia sobre el crecimiento del micelio.
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Figura 2. Actividad biocontroladora in vitro de dos principios activos a base de Ps006: inhibicion
de la germinacién de B. cinerea Bc008. Tratamientos con la misma letra no presentan diferencias
significativas segun prueba de DMS (95%).

Estos resultados permiten concluir que la actividad antagonista es ejercida por
las células bacterianas y no por el medio de cultivo o los metabolitos excretados
a este durante la fermentacion. Este efecto fue sugerido por Commare y
colaboradores (2002), que atribuyeron la actividad antagénica de formulaciones
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de talco con P. fluorescens como principio activo, a la competencia por espacio,
evidenciandose un control de R. solani del 47,9% en condiciones de invernadero.
En estudios realizados por Valencia y colaboradores (2005) también se concluyé
que la actividad de P. fluorescens ZUMB0 sobre F. oxysporum se debié a la
competencia por nutrientes, al privarlo del hierro disponible en el medio con la
produccién de sideréforos, capacidad antagdnica que se vio favorecida cuando la
bacteria tuvo un tiempo de preexposicién en el medio. Sin embargo, en estudios
realizados por Khanam y colaboradores (2005) se encontré que el 4cido salicilico
que produce P. fluorescens inhibe la formacion de estructuras de infeccion, tales
como el tubo germinal y los apresorios en B. cinerea, lo que sugiere que ademas
del efecto competitivo que ejerce Pseudomonas sp. sobre los patdgenos, existe la
produccién de ciertos metabolitos con actividad antagonica efectiva.

Figura 3. Germinacion de los conidios de B. cinerea Bc008 a las 16 horas de incubacion. A. Tratamiento
control. B. Principio activo sin células. C. Principio activo con células.

Se seleccioné el caldo de fermentacion completo de 48 h de incubacion,
incluyendo la biomasa de P. fluorescens Ps006 como el principio activo para
iniciar el desarrollo del bioplaguicida, debido a que este presenté una mayor
actividad bioldgica frente a los patégenos evaluados, que la obtenida con el
caldo de fermentacién sin células.

Desarrollo de la formulacién mediante la seleccién del soporte sélido (vehiculo)
mds compatible con el principio activo a base de P. fluorescens Ps006

pH:

El pH del sistema con el soporte S1 oscil6 entre 7,83 y 8,99 para las diferentes
humedades y temperaturas de almacenamiento. Para el soporte S2 el pH estuvo
entre 5,70y 7,03, y para el soporte S3 oscil6 entre 8,55 y 9,66. Se evidencié que
el soporte S2 tiene un caracter mas acido que los soportes S1y S3. El pH de los
tratamientos cambi6 significativamente (F=1072; df=23, P<0,0001) a través del
tiempo a las tres temperaturas evaluadas para la mayoria de los tratamientos
(Figura 4). Sin embargo, con el soporte S2 al 20% no se evidencié un cambio
significativo del pH durante los tres meses de almacenamiento.
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pH al tercer mes de almacenamiento
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Figura 4. Cambio del pH de la mezcla del principio activo de Ps006 con soportes sélidos después
de tres meses de almacenamiento a diferentes temperaturas. S1-10%: soporte 1 al 10% de
humedad. S1-20%: soporte 1 al 20% de humedad. S2-10%: soporte 2 al 10% de humedad. S2-
20%: soporte 2 al 20% de humedad. 53-10%: soporte 3 al 10% de humedad. $3-20%: soporte 3 al
20% de humedad. Tratamientos con la misma letra no presentan diferencias significativas segun
la prueba de Tukey (95%).

El principio activo mezclado con el soporte S2 al 20% de humedad fue el sistema
que present6 valores de pH mas cercanos a la neutralidad (6,92 - 7,03), lo que
probablemente favorecié la estabilidad del principio activo, considerando
que las bacterias del género Pseudomonas tienen un pH 6ptimo cercano a 7
(Madigan et al., 2009). Adicionalmente, esta caracteristica fue estable durante
los tres meses de almacenamiento, asi como lo fue la viabilidad y la actividad, lo
que podria sugerir que la estabilidad de la biomasa de Ps006 en almacenamiento
se ve influenciada de manera importante por el pH del medio.

Viabilidad

Las viabilidades iniciales del principio activo con el soporte S1 al 10% y al 20%
de humedad, el soporte S2 al 10% y al 20% de humedad y el soporte S3 al 10%
y al 20% de humedad fueron de 1,4x10° UFC/g, 1,6x10° UFC/g, 1,7x10° UFC/g,
2,6x10” UFC/g, 1,3x10° UFC/gy 1,2x10° UFC/g, respectivamente. Después de tres
meses de almacenamiento a una temperatura de 8°C se obtuvo para el soporte
S1-10% una viabilidad de 7,7x10” UFC/g y para S1-20% de 2,3x10® UFC/g. Para el
soporte S2y S3 al 10% de humedad la viabilidad se redujé a 1,0x102UFC/g, para
S$2-20% a 1,4x10” UFC/g y finalmente para el soporte S3-20% la viabilidad final
fue de 5,8 x10°UFC/g (Figura 5).
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Los resultados expresados en UFC/g fueron analizados mediante una prueba
de comparacion de medias de Tukey (95%). Todos los tratamientos presentaron
una disminucién de la viabilidad a través del tiempo de almacenamiento.
Sin embargo, esta reduccién fue estadisticamente significativa (F=23; df=23;
P<0,0001) para los soportes S1y S3 a las dos humedades evaluadas y S2 al
10%, pero no para el soporte S2 al 20%, sugiriendo que a esta temperatura el
principio activo fue mas estable cuando se mezclé con el soporte S2 a la mayor
humedad evaluada.

A 18 % 2°C las viabilidades finales de Ps006 después de tres meses de
almacenamiento fueron para el soporte S1-10% de 1,2x10” UFC/g y de 4,7x10’
UFC/g para S1-20%. Para el soporte S2-10% fue de 1,0x102UFC/g y para S2-20%
de 2,1x10” UFC/g. Finalmente, para el soporte S3-10% fue de 1,0x102UFC/g y de
2,6x10°UFC/g para $3-20%. Tanto a 18 + 2°C como a 8 + 2°C se evidenci6 una
reduccion progresiva y significativa (F=231; df=23; P<0,0001) de la viabilidad
a través del tiempo de almacenamiento con los soportes S1 y S3 en las dos
humedades evaluadas. Nuevamente el principio activo con el soporte S2 fue el
tratamiento mds estable, ya que no present6 diferencias significativas entre la
viabilidad inicial y la obtenida después de tres meses de almacenamiento.

Cuando el almacenamiento se realizé6 a 28 + 2°C se obtuvo una viabilidad
promedio a los tres meses de almacenamiento de 1,6x10°UFC/g para el soporte
S1-10% y de 3,1x10° UFC/g para dicho soporte al 20% de humedad. Para el
soporte S2-10% la viabilidad fue de 1,0x102UFC/g y de 1,0x10” UFC/g para S2-
20% Yy para el soporte S3-10% la viabilidad se redujo a 1,0x102UFC/gy a 1,03x10°
UFC/g para S3-20%. A 28 + 2°C se observd la misma tendencia que en las
temperaturas 8 £ 2°Cy 18 + 2°C, con una disminucién progresiva y significativa
(F=255; df=23; P<0,0001) de la viabilidad a través del tiempo para los soportes
S1y S3 en las dos humedades evaluadas y el soporte S2 a la menor humedad.
El soporte $S2-20% nuevamente fue con el que se obtuvo la mayor estabilidad.

En la Figura 5 se presenta la pérdida total de viabilidad del principio activo
después de tres meses de almacenamiento a las tres temperaturas evaluadas,
donde se observa que para el soporte S1-10% se obtuvieron porcentajes de
pérdida entre el 14% y el 31,9%, y para $S1-20% entre el 9,6% y el 33,2%. Para
el soporte S2-10% a las tres temperaturas se obtuvo una pérdida de viabilidad
del 67,7% y para S2-20% la reduccion de la viabilidad oscil6 entre el 2,3% vy el
9,4%. Finalmente para el soporte 53-10% en las tres temperaturas se obtuvo
una pérdida del 78,1% y para $3-20% de humedad reducciones entre el 25,7%
y el 69,6%.

Con esta variable se evidencia que las humedades del 10% y 20% tuvieron un
efecto en laestabilidad de Ps006, siendo la pérdida de viabilidad con los soportes
S2 y S3 al 10%, significativamente (F=402; df=17; P<0,0001) mayor que para los
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sistemas con el 20% de humedad. Esto puede deberse a que los tratamientos
con el 20% de humedad incluyeron en sus componentes un tampén pH 7,5,
el cual ejerce un control en el estado iénico de la formulacién haciéndolo
menos susceptible a cambios bruscos de pH. Esto posiblemente brindé mayor
estabilidad al principio activo, ya que las fluctuaciones bruscas de pH pueden
afectar la envoltura celular, la morfologia celular y desnaturalizar enzimas.

Con el soporte S1 a las dos humedades y con los soportes S2 y S3 al 20% de
humedad se observé que la pérdida de la viabilidad aumenté a medida que
aumento la temperatura de almacenamiento. Este efecto lo describieron Kinay
y lldis (2008), que evaluaron formulaciones de Pichia guilliermondiiy observaron
que las almacenadas a 4°C fueron mas estables que las almacenadas a 24°C.
Esto podria deberse a que a bajas temperaturas la velocidad de crecimiento
de los microorganismos disminuye y los periodos de latencia se alargan
considerablemente.

Pérdida de viabilidad a los tres meses de almacenamiento
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Figura 5. Pérdida de viabilidad del principio activo de P. fluorescens Ps006 almacenado con los
soportes sélidos durante tres meses. S1-10%: soporte 1 al 10% de humedad. S1-20%: soporte 1 al 20%
de humedad. 52-10%: soporte 2 al 10% de humedad. 52-20%: soporte 2 al 20% de humedad. S3-10%:
soporte 3 al 10% de humedad. S3-20%: soporte 3 al 20% de humedad. Tratamientos con la misma
letra no presentan diferencias significativas segun la prueba de Tukey (95%).

Actividad biocontroladora

Para el soporte S1-10% la actividad se redujo entre el 76,4%y el 97,6%, y para S1-
20% entre el 79,5% y el 100% a las tres temperaturas evaluadas. Respecto a los
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soportes S2 y S3 al 10% de humedad se obtuvo una pérdida total de actividad
después de tres meses de almacenamiento a las tres temperaturas (Figura 6).
Para el soporte S2-20% se presentaron pérdidas del 16,1% al 41,7%. Finalmente,
para el soporte 53-20% a 8 + 2°C se obtuvo una pérdida de actividad antagdnica
del 10,2% a 18 £ 2°C del 13,7% y a 28 + 2°C del 100%.

Se observé que la temperatura no tuvo un efecto significativo sobre la pérdida
dela actividad antagénica para los tres soportes evaluados a las humedades del
10%Yy del 20%, a excepcion del soporte S3-20%, con el que se obtuvo una pérdida
significativamente mayora 28 + 2°Cquea8+2°Cya 18+ 2°C.Lahumedad delos
sistemas tuvo un efecto significativo sobre la actividad antagdnica del principio
activo de Ps006 mezclado y almacenado con los soportes S2 y S3, siendo mas
estables las mezclas con el 20% de humedad. La pérdida de viabilidad del
soporte S2 con una humedad del 20% fue significativamente menor que la del
resto de los tratamientos, resultado coherente con el obtenido para la variable
pérdida de actividad biocontroladora, con la cual fue el tratamiento mas estable.

Resultados similares observaron Wiyono y colaboradores (2008), que reportaron
que formulaciones de P. fluorescens B5 en soportes sélidos como aserrin, tierra
de diatomeas, bentonita, harina de algodén y turba con un contenido de
humedad del 60%, tuvieron mayor actividad antagdnica que aquellas con un
contenido de humedad del 10%.

Pérdida de la actividad biocontroladora a los tres meses de
almacenamiento.
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Figura 6. Pérdida de la actividad biocontroladora del principio activo de P. fluorescens PsO06 almacenado
con soportes sélidos durante tres meses. S1-10%: soporte 1 al 10% de humedad. S1-20%: soporte 1 al 20%
de humedad. S2-10%: soporte 2 al 10% de humedad. $2-20%: soporte 2 al 20% de humedad. S3-10%:
soporte 3 al 10% de humedad. $3-20%: soporte 3 al 20% de humedad. Tratamientos con la misma letra no
presentan diferencias significativas segun la prueba de Tukey (95%).
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Aunque la inhibicién del crecimiento diametral de S. sclerotiorum Sc021 no
fue significativa en ciertos tratamientos, se observé el estrés causado por la
presencia de Ps006 sobre el crecimiento del hongo. Como se evidencia en la
Figura7A, el crecimiento del patédgeno fueirregular, con presencia de estructuras
de resistencia (esclerocios). En la Figura 7B se observa la colonia estresada
que formo estructuras de resistencia muy cerca al punto de inoculacion del
patégeno, después se observa una zona de escaso crecimiento micelial que
llega hasta el borde de la caja Petri y en toda la superficie del medio de cultivo
se puede apreciar el crecimiento de Ps006, como pequenas colonias color
crema. En la Figura 7C se observa un claro efecto inhibitorio en el crecimiento
dela colonia de S. sclerotiorum Sc021, y alrededor de esta se puede evidenciar el
abundante crecimiento de Ps006.

Figura 7. Inhibicion del crecimiento diametral de S. sclerotiorum Sc021 por efecto del
principio activo de Ps006 mezclado con soportes sélidos después de tres meses de
almacenamiento. A. S1-10% a 18°C. B. S2-20% a 8°C. €. 53-20% a 8°C. D. Tratamiento
control (sin inéculo bacteriano).
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Finalmente, en la Figura 7D se presenta el crecimiento en el tratamiento control,
con un completo desarrollo de la colonia sobre toda la superficie del medio
de cultivo hasta el borde de la caja Petri, con una marcada produccién de
estructuras de resistencia en el perimetro de la colonia.

Los resultados del estudio de compatibilidad permitieron seleccionar el
principio activo con células, mezclado con el soporte S2 al 20% de humedad,
como el sistema de entrega base para el desarrollo de un bioplaguicida para el
control de fitopatégenos.
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