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ARTICULO DE INVESTIGACION

Prototipo de formulacion y atmaésfera de empaque para la cepa
antagonista Pseudomonas fluorescens Ps006

Formulation prototype and atmosphere packaging for the antagonistic
strain Pseudomonas fluorescens PS006

Carolina Ruiz", Martha Gémez"", Laura Villamizar™™"

DOI: 10.15446/rev.colomb.biote.v17n2.54282

Resumen

El aislamiento Pseudomonas fluorescens PsO06 demostré alto potencial para ser usado como principio activo de un bioin-
sumo, por su capacidad para producir biosurfactantes, actividad solubilizadora de fésforo y antagonista ante diferentes
fitopatdgenos. Por tal razon, el presente trabajo tuvo como objetivos desarrollar y caracterizar un prototipo de formulacion
a base de P. fluorescens Ps006, estable bajo condiciones de almacenamiento. Inicialmente se caracterizé el principio activo
y se seleccionaron los auxiliares de formulacién compatibles con el mismo, evaluandose la estabilidad de su mezcla con
tres soportes sélidos, a dos humedades diferentes (10% y 20%) durante tres meses de almacenamiento a temperaturas de
8, 18 'y 28 £ 2 °C. El principio activo demostré actividad antagonista in vitro sobre cuatro fitopatdgenos y la temperatura y
la humedad afectaron su estabilidad durante el almacenamiento. A los prototipos de formulacién mas estables en cuanto a
viabilidad y actividad biocontroladora se les evalu6 su estabilidad en presencia y ausencia de oxigeno y de protectores de
membrana. Se seleccioné el soporte S1 al 20% de humedad mezclado con el principio activo sin adicién de protectores
de membrana y almacenado en presencia de oxigeno, por ser el tratamiento mas estable durante seis meses de alamace-
namiento a tres temperaturas, con pérdidas de viabilidad inferiores al 5%.

Palabras clave: control biolégico, formulacion, Pseudomonas spp, vida dtil.

Abstract

The isolation Pseudomonas fluorescens PSO06 demonstrated high potential to be used as an active ingredient of a biopro-
dut, because its capacity to produce biosurfactants, its phosphorus solubilizing activity and its antagonistic activity over
different phytopathogens. For this reason, the present work had as objectives to develop and characterize a formulation
prototype based on P. fluorescens PS006, stable under storage conditions. Initially the active ingredient was characterize
and compatible formulation auxiliaries, were selected evaluating the stability of its mixture with three solid diluents at two
different moistures (10% and 20 %) during three months of storage at temperatures of 8, 18 and 28 = 2 °C. The active
ingredient showed in vitro biocontrol activity over four phytopathogens and temperature and humidity affected its stability
during storage. Stability of the most stable formulation prototypes in terms of viability and biocontrol activity was evaluated
in presence and absence of oxygen and membrane protectors. Support ST with 20% of moisture mixed with the active
ingredient without addition of membrane protectors and stored in presence of oxygen, was selected as the most stable
treatment during six months of storage at three temperatures, with viability losses lower than 5%.

Key words: biological control agent, biocontrol, formulation, Pseudomonas spp, shelf-life.
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Introduccién

Pseudomonas fluorescens es una bacteria con alto
potencial para el control biolégico de diversos mi-
croorganismos fitopatogenos, debido a sus mudltiples
mecanismos de accién, tales como la induccion de
resistencia sistémica, la produccion de sideréforos, la
competencia por espacio y nutrientes y la produccién
de diversos metabolitos entre los que se destacan la
pioluteorina, el 2,4-diacetilfloroglucinol (DAPG), la pi-
rrolnitrina, el 4cido cianhidrico y otras metaloenzimas,
(Loper & Gross, 2007; Anjaiah, 2006; Manikandan
et al, 2010; Siddiqui, & Shaukat, 2003). Algunas de
las enfermedades sobre las cuales P. fluorescens ejer-
ce control son el anublo de la vaina del arroz (Oryza
sativa L.) causada por Rhizoctonia solani (Commare
et al, 2002; Rabrindran & Vidhyasekaran, 1996), el
marchitamiento del tomate (Solanum lycopersicum L.)
causado por Fusarium oxysporum (Manikandan et al,,
2010; Valencia et al,, 2005), la mancha bacteriana en
tomate causada por Xanthomonas campestris pv. Vesi-
catoria (Kamal et al., 2008), la podredumbre de la fruta
y el moho del chile causados por Colletotrichum cap-
sici y Leveillula taurica respectivamente (Anand et al.,
2010) y la marchitez causada por el hongo del suelo
Verticillium dahliae, enfermedad responsable de gran-
des pérdidas econémicas en cultivos como el algodén
(Gossypium sp. L) (Erdogan, & Benlioglu, 2010).

P. fluorescens como otros microorganismos es suscep-
tible a diferentes condiciones ambientales, en particu-
lar la temperatura y el pH (O’Callaghan et al., 2006).
Por tales razones para su implementacion eficiente
como herramienta de control biologico, es necesario
desarrollar productos cuya formulacién asegure su efi-
cacia y estabilidad en almacenamiento (Burges, 1998).

A nivel mundial existen mdltiples productos con P.
fluorescens como principio activo, los cuales estan
formulados para el control biolégico de diferentes
fitopatogenos (Hernandez-Rodriguez et al, 2008;
Herndndez-Rodriguez et al, 2014). Entre estos pro-
ductos se encuentran BioCure-B® recomendado para
el control de Mycosphaerella grasicola, Pythium spp.,
Rhizoctonia solani, Fusarium spp., Botrytis cinerea, Scle-
rotium rolfsii, y Sclerotinia homoeocarpa (T-Stanes &
Company Limited, s.f) y BlightBanA506® formulado
como polvo mojable efectivo para el control de Erwi-
nia amylovora en cultivos de papa (Solanum tubero-
sum L.) y tomate (Copping, 2009), entre otros tantos
productos.

La cepa autdctona P. fluorescens Ps006 tiene la capa-
cidad de producir biosurfactantes, actividad solubili-
zadora de fésforo, actividad zoosporicida y potencial
para el control biolégico de patégenos al evidenciarse
una reduccion en el indice de severidad (IS) de O.
virulentus (IS de 0,6) en plantas de lechuga (Lactuca
sativa L.) en comparacion con el testigo patégeno (IS
de 4,7). Ademas, esta bacteria aplicada a una concen-
tracion de 1x107 células.mL?' favorecié e incrementé

significativamente la longitud y ancho de las hojas,
la biomasa seca de la parte aérea, al igual que el de-
sarrollo en longitud y la biomasa seca de la raiz de
plantas de fique, demostrando un efecto promotor del
crecimiento vegetal (Smith et al,, 2013). Teniendo en
cuenta dichas caracteristicas, este trabajo tuvo como
objetivos desarrollar un prototipo de formulacion pol-
vo mojable (WP) usando P. fluorescens PsO06 como
ingrediente activo y seleccionar la atmésfera de em-
paque mas favorable para mantener la viabilidad del
microorganismo.

Materiales y métodos

Microorganismo y conservacion

Se utiliz6 el aislamiento de P. fluorescens Ps006, obte-
nido a partir de la rizosfera de fique Furcraea andina
(Trelease 1808) en el municipio de Totor6 (2° 38’ Ny
2°15" W, a 2,750 m.s.n.m, y 14 °C), en el departamen-
to del Cauca, Colombia (Sastoque, 2010). El microor-
ganismo fue conservado en solucion salina (0,85% de
NaCl) con glicerol al 10% y peptona al 0,10%, a -70
+2°C.

Produccién y caracterizacién del principio activo
de P. fluorescens Ps006

P. fluorescens Ps006 se sembré en medio agar Luria
Bertani - LB (Oxoid CM1021) y se incubé por 48 ho-
ras a 28 £ 2 °C. A partir de este cultivo se preparé una
suspension celular en Tween 80 al 0,5% vy se inoculd
en un erlenmeyer de 250 mL con 100 mL de medio
LB. La concentracion de la suspension se estimé le-
yendo la absorbancia a una longitud de onda de 300
nm vy dicho valor se extrapol6 en una curva patrén
estandarizada previamente. La fermentacion se realizé
utilizando una agitacién constante de 175 rpm a 28 £
2 °C por 48 horas.

Se realizaron 3 lotes de fermentacién que se caracte-
rizaron determinando la concentracion celular en uni-
dades formadoras de colonia por mililitro (UFC/mL), el
pH vy la actividad biolégica in vitro, por triplicado para
cada lote.

La concentracion bacteriana se determiné mediante
recuento en placa, sembrando tres diluciones decima-
les del caldo de fermentacion por triplicado, en cajas
Petri con medio LB e incubando durante 24 horas a 28
+ 2 °C, momento en el cual se realizé el recuento de
UFC/ mL. Una vez se verific6 la normalidad (Shapiro
Wilk 95%) y la homogeneidad de varianza (Prueba de
Barlett 95%) de los datos, se realizé un andlisis de va-
rianza ANOVA y una comparacién de medias de Tukey
con un nivel de confianza del 95%. Se empleé el pro-
grama estadistico Statistix 8.0.

El pH de los tres lotes de fermentacion se midié con un
potenciometro marca Hanna® Instruments previamen-
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te calibrado. Se determiné la desviacion estandar vy el
coeficiente de variacion de los datos.

La actividad biolégica in vitro se estimé como la inhi-
bicion del crecimiento de cuatro reconocidos fitopato-
genos (Raut et al,, 2012) mediante la técnica de cultivo
dual (Shi et al., 2014). Para ello se utilizaron las cepas
F. oxysporum MAP5 aislado de uchuva (Physalis peru-
viana L.), R. solani Rh200 aislada de papa (Solanum tu-
berosum), B. cinerea BcO08 aislada de mora (Rubus sp.
L.), y Sclerotinia sclerotiorum Sc021 aislada de papa
(Solanum tuberosum). Para esta determinacion se sem-
braron en superficie en medio agar PDA muestras de
100 uL de los tres lotes de fermentacion y se colocé
sobre el punto central del medio inoculado un disco
de 5 mm de didmetro de medio de cultivo crecido
con los hongos fitopatégenos de 8 dias de edad. Se
utilizaron tres unidades experimentales (cajas de Petri)
para cada tratamiento. El tratamiento control consis-
ti6 en medio agar PDA sin inéculo bacteriano, pero
inoculado con los hongos fitopatégenos de la forma
descrita previamente. Las cajas de Petri se incubaron 8
dias a 25 £ 2 °C y transcurrido dicho tiempo, el valor
de crecimiento diametral medio de cada colonia fue
determinado calculando la longitud promedio de 4 Ii-
neas rectas que trazadas de un extremo a otro de la
colonia, pasan por su centro y la dividen en octantes
(Pradeep et al.,, 2013).

Seleccién de soportes sélidos compatibles

Se evaluaron tres soportes soélidos en polvo denomi-
nados S1 (arcilla), S2 (silicato) y S3 (estearato), cada
uno a dos condiciones de humedad diferentes (10%
y 20%) e inoculados con el principio activo a una
concentracion de 1x10° UFC/mL. La humedad de los
soportes al 10% fue aportada por el principio activo
mezclado, mientras que para ajustar el 20% y mante-
ner la misma concentracion celular se adicion6 una
solucion tampén pH 7,5. Posteriormente se dispen-
saron muestras de 1 g de soporte inoculado con el
principio activo en viales de vidrio previamente este-
rilizados, los cuales se sellaron con tapones de cau-
cho y agrafes metalicos y se almacenaron a diferentes
temperaturas (8 £ 2 °C, 18 £ 2 °Cy 28 £ 2 °C). Antes
de iniciar el almacenamiento y pasados uno, dos y tres
meses, se evalud la viabilidad de P. fluorescens PsO06
por el método de recuento en placa descrito previa-
mente (resultados expresados en UFC/g). La muestra
contenida en cada vial se mezclé con 9 mL de Tween
80 al 0,5 % vy se agitdé para su posterior siembra en
medio de cultivo LB. Se siguié un diseno completa-
mente al azar con medidas repetidas en el tiempo. En
cada tiempo de medicién se evaluaron dos muestras
de cada tratamiento por triplicado. Se seleccionaron
los tratamientos en los cuales se obtuvo una mayor
viabilidad y estabilidad del principio activo en los tres
meses de almacenamiento.

Evaluacién de coadyuvantes y atmésfera
de empaque

Una vez seleccionados los soportes compatibles con
el principio activo, se evalué el efecto de la presencia
o ausencia de aire dentro del empaque y el efecto
de la leche descremada y el glicerol (coadyuvantes),
utilizados cominmente como estabilizadores de la
viabilidad de los microorganismos durante su con-
servacion (Burges, 1998). Los soportes selecciona-
dos se mezclaron con los coadyuvantes al 5% vy se
inocularon con el cultivo bacteriano ajustandolo a la
humedad seleccionada. Los soportes inoculados sin
adicién de coadyuvantes se utilizaron como control.
Las muestras se almacenaron bajo condiciones atmos-
féricas diferentes: al vacio y con presencia de oxigeno
y a temperaturas de 8 £ 2 °C, 18 £ 2 °Cy 28 £ 2 °C.
El efecto de estas condiciones climaticas fue evaluado
durante seis meses. Para los tratamientos almacena-
dos con oxigeno se dispensaron muestras de 1g del
soporte inoculado con el principio activo en viales de
vidrio previamente esterilizados, los cuales se sellaron
con tapones de caucho y agrafes metalicos. Para el
almacenamiento al vacio se depositaron muestras de
1g del soporte inoculado con el principio activo en
bolsas PET (Tereftalato de Polietileno) y se sellaron al
vacio con una Selladora Van der stahl®. La viabilidad
de la bacteria se determiné mediante recuento en pla-
ca sembrando en superficie tres diluciones decimales
por triplicado en cajas de Petri con medio agar LB.

Se siguié un diseno completamente al azar con medi-
das repetidas en el tiempo, y en cada tiempo de eva-
luacién se determiné la viabilidad de dos muestras de
cada tratamiento por triplicado.

Andlisis estadisticos

Se determiné la normalidad y homogenidad de va-
rianza mediante las pruebas de Shapiro Wilks (95%)
y Bartlett (95%), respectivamente. Una vez demostra-
dos estos principios, se aplicé a un andlisis de varianza
ANOVA y una prueba de comparacién de medias de
Tukey (95%). Se utilizé el programa Statistix version
8.1 (Analitycal Software, Florida, USA).

Resultados y discusién

Produccién y caracterizacién del principio activo
P. fluorescens Ps006

Para los tres lotes de principio activo se obtuvo un
pH promedio de 8,63, con un coeficiente de varia-
cion de 0,2%. Las concentraciones celulares para cada
uno de los lotes evaluados fueron 6.73x10°, 8.07x10°
y 8.93x10° UFC/mL. El coeficiente de variacion de los
resultados de evaluacion fue del 0.6%, y no se eviden-
ciaron diferencias significativas entre los resultados de
los lotes (F=2,06; gl=2; p=0,2081), lo que indica baja
variabilidad y alta repetibilidad en la produccién del
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principio activo (Villamizar et al., 2005). En cuanto al
pH, éste oscilé entre 8,60 y 8,65 encontrandose que
no hay diferencias significativas entre los resultados de
los lotes evaluados (F=3,74; gl=2; p=0,0882).

Basado en los resultados obtenidos para cada parame-
tro, en este estudio se propusieron rangos o limites de
aceptacion para las caracteristicas del principio activo
a base de Ps006, los cuales serdn utilizados como refe-
rencia para su control de calidad (tabla 1).

Tabla 1. Limites de aceptacion establecidos para las
caracteristicas del principio activo.

Val i |
Caracteristicas ator experlr.nenta Limites
promedio
Concentracion Y 0
>
(UFC/mL) 7,9 X10 1,0 X10
pH 8,63 8-9

En la figura 1 se observa el efecto in vitro del principio
activo sobre los cuatro patégenos evaluados, con inhi-
biciones del crecimiento diametral de R. solani Rh200,
B. cinerea Bc0O08, S. sclerotiorum Sc021 y F. oxysporum
MAPS5 de entre el 93,64% y 36,80%. La actividad an-
tagonica de P. fluorescens ante patégenos que afectan
a cultivos de importancia econémica ha sido demos-
trada por varios autores. Por ejemplo, para F. oxyspo-
rum se obtuvo un control del 81,21% en condiciones
de campo (Manikandan et al., 2010), para R. solani se
observaron disminuciones de la intensidad de la enfer-
medad del 42% (Rabrindran & Vidhyasekaran, 1996) y
del 47,89% (Commare et al,, 2002) en condiciones de
invernadero. Asimismo, se obtuvo una disminucion del
crecimiento in vitro del 67,7% para Botrytis sp. (Mikani
et al., 2008) y una reduccion de la incidencia de la
enfermedad del 26,3% para S. sclerotiorum en condi-
ciones de campo (Fernando et al, 2007). Estos resul-
tados confirman el potencial que tiene P. fluorescens
como agente de control biolégico y demuestran las
potencialidades de uso de su principio activo como
bioplaguicidas para el control de plagas que afectan
a cultivos de importancia econémica. Sin embargo,
investigaciones a escala de macetas y campo son ne-
cesarias para demostrar esta hipotesis.

El patégeno mas resistente a la actividad antagoénica
de P. fluorescens Ps006 fue F. oxysporum MAPS5 con
una inhibicion del crecimiento diametral de tan solo
el 36,80%, valor significativamente menor (F=14,9;
gl=3; p=0,0000) a los obtenidos con los otros paté-
genos evaluados, que presentaron porcentajes de in-
hibicién superiores al 87%. Esto podria deberse a una
mavyor resistencia en la pared celular del micelio de F.
oxysporum, microorganismo que posee polimeros de
hetero-glucuranos que no se encuentran en los demas
patégenos evaluados y que han sido relacionados con

la resistencia y el mantenimiento de la integridad celu-
lar (Nuero, 1995). Ademas es posible que el aislamien-
to de F. oxysporum MAP5 posea la capacidad para
inhibir la biosintesis del 2,4-diacetilfloroglucinol (2,4-
DAPG), un antibiético de amplio espectro reconocido
como uno de los principales mecanismos de accion
en un amplio rango de aislamientos de P. fluorescens
(Showkat et al., 2012). Este comportamiento fue de-
mostrado por Schouten et al. (2004), quienes evalua-
ron la sensibilidad de 41 aislamientos de F. oxysporum
frente a dicho antibidtico y encontraron un 17% de
aislamientos resistentes, lo que atribuyeron a la capa-
cidad de este patégeno de producir acido fusarico, un
potente inhibidor de la biosintesis del 2,4-DAPG.

El modo de accién de P. fluorescens como antagonista
de fitopatdgenos se ha relacionado con la competen-
cia por espacio y nutrientes. Este fenémeno fue obser-
vado por Commare et al. (2002) que determinaron la
actividad antagonica de formulaciones de P. fluores-
cens en talco, evidenciandose un control de R. solani
del 47,89% en condiciones de invernadero, resultados
atribuidos a la competencia por espacio. En el estudio
realizado por Valencia et al. (2005), se concluyé que la
actividad de P. fluorescens ZUMB80 sobre F. oxysporum
se debio a la competencia por nutrientes, privando al
hongo del hierro disponible en el medio mediante la
produccion de sideréforos, capacidad antagénica que
se vio favorecida cuando la bacteria tuvo un tiempo
de pre-exposicion en el medio (Valencia et al.,, 2005).
Ademads de estos mecanismos de competencia, en
estudios realizados por Khanam, Ueno, Kihara, Hon-
da, & Arase (2005) se encontré que el acido salicilico
que produce P. fluorescens inhibe la formacién de es-
tructuras de infeccion, tales como el tubo germinal y
los apresorios en B. cinerea, lo que sugiere que esta
bacteria también tiene la capacidad de producir otros
metabolitos con actividad antagdnica efectiva.

! . 5 .
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70 4
50 -
50 -
40 A b
30 4
20
10
D 1| — T . T —

5. sclerotiorum

I (%)

in del

R. solani B. cinerea F. oxysporum

Figura 1. Actividad antagdnica in vitro del principio activo a
base de P. fluorecens Ps006, determinada como la inhibicién
del crecimiento diametral de cuatro hongos fitopatégenos.
Tratamientos con letras comunes no presentan diferencias
significativas seguin prueba de Tukey (95%).
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Seleccién de soportes sélidos compatibles

En la figura 2 se presenta la pérdida total de viabilidad
del principio activo después de tres meses de almace-
namiento a las tres temperaturas evaluadas. Se obser-
vo para el soporte ST al 10% de humedad (S1-10%),
porcentajes de pérdida entre el 14% vy el 31,9% y para
S1 al 20% de humedad (S1-20%) entre el 9,6% vy el
33,2%. Para el soporte S2 al 10% de humedad (S2-
10%) a las tres temperaturas se obtuvo una pérdida
de viabilidad del 67,7% y para S2 al 20% de humedad
(S2-20%), la reduccion de la viabilidad oscil6 entre el
2,3% vy el 9,4%. Finalmente, para el soporte S3 al 10%
de humedad (S3-10%) en las tres temperaturas se ob-
tuvo una pérdida del 78,1% y para dicho soporte al
20% de humedad la pérdida de viabilidad oscilé entre
el 25,7% vy el 69,6%.

Se evidenci6é que las humedades del 10% y del 20%
a las cuales se ajustaron los sistemas para su almace-
namiento, tuvieron un efecto en la estabilidad de la
viabilidad de la bacteria Ps006, siendo la pérdida de
viabilidad con los soportes S2 y S3 al 10%, significa-
tivamente mayor que para los sistemas con el 20%
de humedad (F=402; gl=17; p=0,0000) (Fig. 2). Esto
puede deberse a que los tratamientos con el 20% de
humedad requirieron la adicién de un volumen de so-
lucién tampén pH 7,5 para el ajuste de la humedad,
el cual posiblemente ejercié un control en el estado
ionico de la formulacién, haciéndola menos suscepti-
ble a cambios bruscos de pH que pueden afectar la es-
tabilidad e integridad de la membrana citoplasmatica,
causar la denaturalizacién de enzimas y alterar las inte-
racciones i6nicas que les permiten reconocer y unirse
al sustrato (Calvo et al., 2004; Nelson & Cox, 2005).

B3°C ®18°C =28°C
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Figura 2. Pérdida total de viabilidad del principio activo de
P. fluorescens PsO06 mezclado con los soportes sélidos, des-
pués de tres meses de almacenamiento a tres temperaturas.
S$1-10%: 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, 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 segiin prueba de Tukey (95%).

Las mayores pérdidas de viabilidad obtenidas con los
soportes S2 y S3 cuando la humedad se ajusté al 10%,
podrian deberse a que con dicha humedad la concen-
tracion de solutos en el sistema es mayor en relacion
con el tratamiento al 20% de humedad. Esta atmésfe-
ra hiperténica en el medio al 10% de humedad pudo
ocasionar fendmenos de plasmdlisis obligando a la
célula a perder agua, lo que aumenta la viscosidad
del ambiente intracelular disminuyendo su volumen,
llevando a una retracciéon de la membrana citoplasma-
tica y posteriormente a la muerte celular (Rodriguez et
al,, 2005; Tortora et al., 2007).

Con el soporte S1 a las dos humedades y con los so-
portes S2 y S3 al 20% de humedad se observé que la
pérdida de la viabilidad aumenté a medida que aumen-
t6 la temperatura de almacenamiento, efecto negativo
que ha sido evidenciado por diferentes autores para
diversos microorganismos (Chen et al.,, 2008; Costa et
al., 2008; Guijarro et al., 2007; Santos et al., 2012). Este
efecto podria deberse a que a mayor temperatura el
metabolismo celular se mantiene activo, lo que causa
que se almacenen metabolitos téxicos que reducen
drasticamente la viabilidad (Santos et al., 2012; Costa
et al, 2002). Por ejemplo Kinay & Yildiz, (2008), eva-
luaron formulaciones de Pichia guilliermondii y obser-
varon que las almacenadas a 4 °C fueron mds estables
que las almacenadas a 24 °C. Resultados similares a
los del presente estudio fueron obtenidos por Santos
et al. (2012) que evaluaron la estabilidad de la germi-
nacion de los conidios de los aislamientos colombia-
nos Trichoderma koningiopsis ThO03 y Trichoderma
asperellum Th034 formulados como polvos secos para
espolvoreo y granulados dispersables almacenados a
temperaturas de 8, 18 y 28 °C. Dichos autores obtu-
vieron mayores vidas utiles cuando el almacenamiento
fue a 8 y 18°C, concluyendo que las temperaturas mas
bajas redujeron la actividad metabdlica de los coni-
dios, evitando la produccion de metabolitos téxicos
y el agotamiento de nutrientes, aspectos relacionados
con la fisiologia microbiana.

El principio activo mezclado con los soportes S1 'y S2
al 20% de humedad se seleccionaron como los siste-
mas de entrega base para el desarrollo de un biopla-
guicida, ya que fueron los sistemas mas compatibles
con el principio activo de P. fluorescens Ps006, mante-
niendo estable su viabilidad y actividad biocontrolado-
ra durante tres meses de almacenamiento a 8% 2 °C,
18£2°Cy 28+ 2°C.

Evaluacién de coadyuvantes y atmésfera
de empaque

Una vez seleccionados los soportes mas compatibles
con el principio activo se procedié a evaluar el efecto
de la presencia y ausencia de oxigeno en el empaque
y de dos coadyuvantes protectores de la membrana
celular (leche descremada y glicerol), sobre la viabili-
dad de P. fluorescens Ps0O06 bajo condiciones de al-
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macenamiento. Los resultados de dichos ensayos se
presentan en la figura 3.

Teniendo en cuenta la concentracion de la suspension
celular utilizada como principio activo (1x10° UFC/mL)
y la proporcion de mezcla con los soportes, la concen-
tracion tedrica de la mezcla se estimé en 1,3x10% UFC/
mL. Los datos experimentales mostraron que la viabi-
lidad inicial del principio activo con el soporte S1 al
20% de humedad fue de 4,67x10” UFC/g y cuando fue
mezclado con los protectores de membrana fue de
1,45x10° UFC/g. Esta disminucion en la concentracion
celular cuando no se utilizé protector de membrana
posiblemente se relaciona con un efecto téxico ejerci-
do por el soporte al entrar en contacto con las células
de P. fluorescens Ps006, que redujo su viabilidad. Sin
embargo, este efecto deletéreo se vio disminuido por
los protectores de membrana.

Se observd que la pérdida de viabilidad después de
seis meses de almacenamiento fue directamente pro-
porcional a la temperatura, tendencia que se evidencio
para las dos condiciones atmosféricas (con y sin O,).
El tratamiento sin protector de membrana y almacena-
do con oxigeno fue el mas estable para el soporte S1,
ya que la pérdida de viabilidad méaxima fue del 20%
a 28 °C en comparacion con los demdas tratamientos
con pérdidas significativamente mayores (F=1622,39;
gl=10; p=0,0000), las cuales superaron el 70% bajo la
misma condicion de temperatura.

Para el soporte S2 se obtuvieron viabilidades iniciales
de 1,79 x 107 UFC/g cuando no se utilizaron protecto-
res de membrana y de 6,90 x 107 UFC/g cuando éste
fue adicionado, evidenciandose nuevamente un efec-
to toxico inicial al contacto con el soporte sélido. Pa-
sados seis meses, en general se observo que la pérdida
de viabilidad aument6é a medida que se incrementé
la temperatura de almacenamiento. Dicha pérdida
fue significativamente menor (F=233; gl=9; p=0,0000)
para los tratamientos almacenados con oxigeno en
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3
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comparacién con los tratamientos almacenados al va-
cio, es decir que la ausencia de oxigeno en el empa-
que no mejoro la estabilidad de las formulaciones. Este
comportamiento podria deberse al estrés causado por
la atmésfera al vacio, sobre una bacteria aerobia obli-
gada como P. fluorescens, que genera energia por un
proceso de fosforilacion oxidativa cuyo dltimo aceptor
de electrones es el oxigeno (Adams & Moss, 2008;
Vasquez et al, 2009). El efecto negativo de la atmos-
fera de empaque al vacio sobre la viabilidad de Pseu-
domonas spp. evidenciado en el presente estudio, ha
sido ampliamente estudiado en la industria alimenticia,
donde el empaque al vacio es utilizado para inhibir el
desarrollo de bacterias contaminantes (ICMSF, 2006).
Evitar la implementaciéon de sistemas de vacio es una
ventaja evidente para la produccién a nivel industrial,
ya que se disminuyen los tiempos y costos en el proce-
so, aumentando asi la rentabilidad del producto final.

En la mayoria de los casos la viabilidad fue
significativamente mayor (F=233; gl=9; p=0,0000)
para los tratamientos en los cuales se mezclé el princi-
pio activo unicamente con el soporte, en comparacién
con los tratamientos en los que ademds del soporte,
el principio activo se mezcl6 con los potenciales pro-
tectores de membrana; a excepcién del tratamiento
$2-20% almacenado con oxigeno, el cual no eviden-
ci6 diferencias significativas cuando se usaron o no
los protectores. En este sentido, el glicerol es amplia-
mente usado como humectante y protector osmaético
(Freitas et al., 2009; Rowe et al., 2009), asi como crio-
protectante y protector de secado al igual que la leche
descremada (Cody et al.,, 2008; Morgan et al., 2006;
Barbaree et al,, 1982). Sin embargo, se ha encontrado
que ciertas cepas de Pseudomonas spp. utilizan el gli-
cerol como fuente de carbono para la produccién de
biosurfactantes (Freitas et al., 2009; Freitas et al., 2010;
Silva et al.,, 2010, Stanghellini, & Miller, 1997), razén
por la que se podria sugerir un posible consumo del
glicerol y de la leche descremada durante el almace-
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Figura 3. Pérdida de viabilidad del principio activo de P. fluorescens Ps006 con los soportes A) S1-20% y B) S2-20% después de seis
meses de almacenamiento. CV: almacenado al vacio, CO: almacenado con oxigeno, PPV: con protectores de membrana alma-
cenado al vacio, PPO: con protectores de membrana almacenado con oxigeno. Tratamientos con la misma letra no presentan

diferencias significativas segtn prueba de Tukey (95%).
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namiento de los prototipos de formulacién evaluados
en el presente estudio, lo que pudo haber favorecido
el crecimiento del microorganismo, el mantenimiento
del metabolismo celular y la produccion de metaboli-
tos toxicos, ocasionado pérdidas de viabilidad (Santos
etal, 2012).

El desarrollo de formulacion en polvo de bacterias an-
tagonistas es especialmente importante para el trata-
miento de semillas (Ramamoorthy et al,, 2001). En el
presente trabajo se desarroll6 un prototipo de formula-
cion a base de la bacteria P. fluorescens Ps006, la cual
sobrevivié durante seis meses de almacenamiento a
28°C con una minima pérdida de viabilidad, cuando
se formulé en el soporte ST que corresponde a un ar-
cilla ajustada a una humedad del 20% vy se utiliz6 una
atmosfera de empaque no controlada en presencia de
aire. En otros trabajos se han desarrollado prototipos
de formulacién similares pero con menor estabilidad y
en la mayoria de los casos requiriendo condiciones de
refrigeracion. Tal es el caso de poblaciones de P. fluo-
rescens formuladas en talco con un 20% de las goma
Xantan que mantuvieron su viabilidad durante 2 meses
de almacenamiento a 4°C (Kloepper & Schroth, 1981).
Otra formulacién que al igual que el presente traba-
jo utiliz6 como soporte una arcilla tipo vermiculita,
obtuvo una viabilidad estable durante 6 meses a 4°C
(Connick, 1988) y en otro trabajo donde el soporte fue
talco, se mantuvo la viabilidad por un periodo de 90
dias a 26°C (Sadi & Masoud, 2012).

Conclusiones

El prototipo de formulacién en polvo mojable (WP) a
base del principio activo de P. fluorescens Ps006 que
demostré su actividad antagonista de los fitopatoge-
nos Fusarium oxysporum, Rhizotocnia solani, Botrytis
cinerea y Sclerotinia sclerotiorum, fue estable durante
seis meses de almacenamiento en las tres temperatu-
ras evaluadas, cuando se utilizé6 como soporte una ar-
cilla ajustada a una humedad del 20%, sin adicién de
protectores de membrana y empleando una atmdsfera
de empaque con oxigeno. Las pérdidas de viabilidad
fueron inferiores al 5 % durante el tiempo de almace-
namiento sin refrigeracion, por lo que este prototipo
fue seleccionado para continuar con el desarrollo de
un producto comercial con potencial para el control
de enfermedades en diferentes cultivos.
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