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JA88" Colombia segundo exportador a nivel mundial

49

o~ Ingresos alrededor de 1.470 millones de délares en 2018

A
%8433 hectdreas cultivadas y rendimiento de 28,4 Ton/Ha

\K\ Cundinamarca (66%) y Antioquia (32%)

o/

m 130,000 empleos formales

MADR, Cadena de Flores 2019, DANE. Boletin técnico Exportaciones (EXPO) 2018



MARCO TEORICO

Moho gris (Botrytis cinereaq)

Filio: Ascomycota
Subfilo: Pezizomycotina Segundo hongo

Orden: Helotiales P y

Hongo necrotrofico que
afecta a mas de 200

e . : especies.
Familia- Sclerotini cientifica a nivel mundial
ami |,a- clero |n|a.C€ae Revista “Molecular Plant Pathology”, 2012 Benito P, Rev Iberoam Micol 2000
Géenero: Botrytis
NCBI, Taxonomy Botrytis cinerea
Latente en la Manejo: Practicas

cosecha, sintomas se culturales, fisicas,
desarrollan durante aplicaciones

Antagonismo contra el almacenamiento guimicas.

aislamiento de  Botrytis

cinerea proveniente de Finca

Montenegro P, Revista de Investigacion Agraria y Ambiental. 2015
Ciprés (1) y Finca Tandil (2),

H: IM2C6
Piraquive, 2019.

Implementacion de

. s . Williamson B et al. 2007,
Control bioldgico

Caicedo A, 2014
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Bacillus sp.

\
Filo: Firmicutes g . )
Clase: Bacilli Bacterias Formadoras de
Orden: Bacillales endosporas
Familia: Bacillaceae \_ -
< K x Produccion enzimas
. N liticas: quitinasas, Competencia por
\ 3 \ celulasas, lipasas espacio y nutrientes
v, s S Mecanismos
\ vie de accién
Taar .\ .
2. Antibiosis: Lipopéptidos Compuestos organicos
" = lturinas, fengicinasy volatiles
o surfactinas

Piraquive 2019 Lim SM et. al 2017

Kim H et al. 2007, 14. Martinez J et al. 2016,
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Formulacion

Proceso de combinacion o mezcla de varias sustancias, ingredientes o materias

primas bioldgicas o bioquimicas, para la elaboraciéon de bioinsumos de uso agricola.
Resolucién 698 del 2011, ICA

: . o S | Necesita pre- Facil dispersion y
Funciones Clasificacion S | mezcla aplicacién
Vg
, . . | | Estables durante el Susceptible a
Facil manejoy almacenamiento contaminacion.
aplicacion Liquidas Facilidad de Necesitan
P L | transporte y condiciones
‘ Esiabilizacion e ‘ almacenamiento  especifica de =
To .1 almacenamiento
Proteccién del agente s6lidas =
Mejorar actividad i | o
Lozano M 2000.

Jones et al. 1998, Chapter 1 technology of formulation and application. Gotor-Vila A et al. 2017
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Piraguive 2019 evalud 12 cepas
biocontroladoras provenientes de rizosfera
iraca, maiz, papay arroz, frente B. cinerea .

La que mostro mejores resultados fue la
IM2C6.

Diseno prototipo de formulacion liquida,
determino que era necesario cadena de
frio para mantener su estabilidad, mientras
gue a temperatura ambiente habia perdida
de viabilidad.

Alternativa a cadena de frio = formulacion
Polvo humectable: Liofilizado
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

 Disenar y evaluar un prototipo de formulacion sélida a base de la cepa de
Bacillus velezensis IBUN IM2C6 con actividad biocontroladora contra
Botrytis cinerea en rosas tipo exportacion.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Elaborar un prototipo de formulacion con base de la cepa B. velezensis
IBUN IM2C6 como principio activo con actividad antagonica contra B.
cinerea.

 Seleccionar los excipientes para la formulacion compatibles con la cepa
IM2C6.

e Evaluar la viabilidad, pureza y actividad antagonica contra B. cinerea, del
prototipo de formulacion en funcion del tiempo.



Flujo de trabajo METODOLOGIA

Pre Evaluacion de Seleccién de
> crioprotectores --
Formulacion P Excipientes

Qiabilida@(Pureza} ACtiVi,da.‘d
Antagonica
|

Liofilizacion

'

Mezcla
(principio activo+
excipientes)

Curva de
reciemiento

Rto. celulas < to. CE|U|3> ACt'V'dad : ! < Acti\‘/ridad )
esporuladas /| Antagonica iabili
totales P g ( Viabilidad )( Pureza ) Antagénica

f )

Analisis estadistico: pruebas de Shapiro Wilk y Bartlett para evaluar
normalidad y homocedasticidad. Para el analisis de varianza se uso
ANOVA vy la prueba de Tukey con nivel de confianza del 95%

\ /




Produccion de principio activo METODOLOGIA Y RESULTADOS

8,500 rpm
5 min

thebvla !

@i

15mL SS

135mL medio MES +
15 mL Pre in6culo



METODOLOGIA Y RESULTADOS

UFC MES
1,00E+10
1,00E+09 [
€ 1,00E+08 ]
S I " UFC Totales
Ll
> 1,00E+07 l UFC Esporas
1,00E+06
Plug 1,00E+05
cinel 24 48 72 96 120

Disi
filtr

Tiempo (h)



Seleccion de crioprotectores METODOLOGIA Y RESULTADOS

4 N - = - st
Mezclas:
Proporcion 1:1 ;
- / E 3
LD (12%) + PA Sacarosa (10%) + PA PA = Control SS + PA
. -
e LA
Parafilm kn K_'/l
i — \\_—/
£ _ 24 horas
: -80 °C
|
Tratamientos
Liofilizador l
24 horas | | _:
-50°C ', ¢ .
0,125 kPa | E PA: principio activo

LD: Leche descremada
SS: Solucidén Salina




Seleccion de crioprotectores METODOLOGIA Y RESULTADOS

Viabilidad Lic Perdida de Viabilidad Actividad Liofilizacion 1
1,40E+09 A Control 52,24 % 4.0
(0)
1,20E+09 Leche 31,34% E 35 A
Sacarosa 43,28% S A A
1,00E+09 B Z 3,0
E 8,00E+08 c 825
~ D =
2 22,0
= 6,00E+08 z 2
4,00E+08 o L5
go) 10 B B B
2,00E+08 TOU /
T 0,5
0,00E+00
Control Control Leche Sacarosa 0,0
Liofilizado Liofilizado Liofilado Control Leche Sacarosa
TRATAMIENTO M Liofilizado m Esterilizado

Letras distintas indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey (p<0.05)




Seleccion de crinnrntertnrec

1,20E+09

1,00E+09
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Perdida de viabilidad c/tratamiento

METODOLOGIA Y RESULTADOS

Control

M Antes de Liofilizar

Leche
Sacarosa
Bl
D
“ ||D

C

Diluido | Leche

Tratamiento

Viab Control 38,28%
, Diluido 23,91%

: 12,74%
19,14%

Ii

Sacarosa

m Despues de Liofilizar

Halo de inhibicion (Cm)
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AB AB

A
A
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Control Diluido Leche  Sacarosa

Tratamientos

B Antes de Liofilizar m Despues de Liofilizar m Esterilizado

Letras distintas indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey (p<0.05)




PRIMERA FASE
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M Antes de Liofilizar

Perdida de viabilidad c/tratamiento
Viabilic Control

METODOLOGIA Y RESULTADOS

42,96%
Diluido 16,66%
A Leche 6,61%

Sacarosa 17,86%

T D
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E | I ‘
Control Diluido Leche Sacarosa
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Actividad Liofilizacion 3
AB AB

AB BC A
B BC

Control Diluido Leche Sacarosa

Tratamiento

B Antes de Liofilizar m Después de Liofilizar ®m Esterilizado

Letras distintas indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey (p<0.05)




Seleccion de Excipientes

METODOLOGIA Y RESULTADOS

Prototipo Talco 67,9-68,9%

4

Esporas +

Sobrenadante 30%
Glucosa Sacarosa

o) o)
cmco,1% - Or LO%
CaCO5 1,0%
{
/ /
| |
/ (
| |

Sorbitol |

1,0%

Cheng H et al. 2015, Omer 2010, Chiou A et al. 2003, Rangeshwaran R et al. 2010

9 mL ADE

9 mL ADE

ADE: Agua Destilada Esteril




Evaluacion de Prototipos METODOLOGIA'Y RESULTADOS

Viabilidad

1,00,E+09
A

A
AB AB
B
0 30 60

Tiempos de evaluacion (dias)

8,00,E+08
£ 6,00,E+08
~
O

S 4,00,E+08

2,00,E+08

0,00,E+00

B Control m Glucosa ™ Sacarosa Sorbitol

Letras distintas indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey (p <0.05)




Boyacd, 2019 SS: solucidn salina estéril, Sa: sacarosa, So: sorbitol, Glu: glucosa, CaCO3: carbonato de calcio, CMC: carboximetil
celulosa. P: prototipo




Evaluacion de Prototipos METODOLOGIA Y RESULTADOS

Actividad prototipos Dil 1/10

= AB

BCD ABCD

ABC
DEF CDE
EFG F
F
G I

Tiempos de evaluacion (dias)

Halo de inhibici
\I—\
S

B Control ™ Glucosa ™ Sacarosa I Sorbitol

Letras distintas indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey (p<0.05)




Evaluacion de Prototipos

METODOLOGIA'Y RESULTADOS

Actividad prototipos Dil 1/100
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0,50

Halo de inhibicién (Cm)

0,00

BC aABc ABC
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Letras distintas indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey (p<0.05)




CONCLUSIONES

e El uso de crioprotectores para la cepa IBUN IM2C6, tiene un impacto positivo al mantener

la viabilidad hasta en un 93%, siendo la leche descremada en polvo la mas eficaz para la
cepa.

e La actividad antagonica de la cepa IM2C6 no se ve afectada por el uso de crioprotectores,
iIndependientemente el proceso al que sea sometido, liofilizacion o esterilizacion.

e La cepalM2C6 posee metabolitos termoestables.

e El prototipo de formulacidon ndmero cuatro, el cual evalud la adicion de sorbitol, fue el que
presentd mejores tasas de crecimiento y cuya actividad no se vio afectada luego de 60 dias
de almacenamiento a temperatura ambiente, considerandolo prometedor para llevar a

ensayos in vivo y evaluar su actividad biocontroladora en pétalo o en flor.



* Realizar mas ensayos de pre-formulacion, para asi mejorar las condiciones iniciales del
principio activo (Recuento celular, tiempo de obtencién) a la hora de formular.

e Evaluar el prototipo durante periodos de tiempo mas prolongados.

» (Caracterizar los compuestos producidos por la cepa IM2C6 para el control de B.cinerea.

* Realizar una evaluacion in vivo de los prototipos desarrollados, para establecer su

eficacia en el control de B. cinerea.
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