Validacion del
bioproducto Nalev®

y tecnologias para el

control de moho gris
Botrvtis cinerea
en rosas (Rosa sp.

tv'ﬂ

N Universidad d % -\
Agricultura AGROSE/D\‘\,{{{\L Ciencias los Andes NW Cenlﬂores

AAAAAAAAAA
uuuuuuuuuuuuuuuuu



Validacion del

bioproducto Nalev®

en rosas (Rosa sp.

Jinneth Lorena Castro Mayorga - Camilo Rubén Beltrdn Acosta
Yimmy Alexander Zapata Narvdez - Paola Emilia Cuartas Otdlora
Jenny Milena Moreno Rodriguez - Erika Paola Grijalba Bernal
Andrés Diaz Garcia - Duvdn Albeiro Milldn Montafio

Blanca Lucia Botina Azain - Liz Alejandra Uribe Gutiérrez

Luis Alberto Mendoza - Rubén Alberto Lozano Gil

Laura Valentina Merchdn Carrizosa - Martha Isabel Gémez Alvarez

... N\GROSAV/A

Agricultura Ciencias

Corporacién colombiana de investigacion agropecuaria

Universidad de UAY o paVls
los Andes N  ceniflores

Yo
UNIAGRARIA
LAUVERDE OF COLOMBIA




v AGROSAV/A

Agricultura

Universidad de

los Andes

W

UNIAGRARIA

LAU VERDE DE COLOMBIA

Ciencias

Corporacién colombiana de investigacién agropecuaria

° "’
- ceniflores

Centro de Innovacién de la Floricultura Colombiana

Mosquera, (Colombia) : AGROSAVIA, 2026.

ISBN: 978-958-740-908-6
ISBN e-Book: 978-958-740-909-3

88 paginas (Coleccion Alianzas AGROSAVIA)

Validacion del bioproducto Nalev ® y tecnologias para el control de moho gris
(Botrytis cinerea) en rosas (Rosa sp.). / Jinneth Lorena Castro Mayorga [y otros trece] -

Incluye referencias bibliograficas, ilustraciones y graficos.

1. Rosa 2. Botrytis cinerea 3. Cultivo 4. Moho 5. Control biolégico 6. Levadura 7. Bioplaguicida
8. Biomasa 9. Control de enfermedades de plantas 10. Tecnologia postcosecha.

Palabras clave normalizadas segin Tesauro Multilingiie de Agricultura -Agrovoc
Catalogacion en la publicacion - Biblioteca Agropecuaria de Colombia

Corporacion Colombiana de Investigacion Agropecuaria - AGROSAVIA
Centro de Investigacion Tibaitata, Sede Central. Kilometro 14 via Mosquera-Bogota, Mosquera,
codigo postal 250047, Colombia.

Esta publicacion hace parte de los resultados

de “Bioflorhass: Programa de innovacion y
cooperacion tecnologica para el desarrollo de
estrategias de control biologico para los cultivos

de rosas y aguacate Hass en Colombia”, financiados
por el Ministerio de Ciencia, Tecnologia e
Innovacion de Colombia.

Coleccion: Alianzas AGROSAVIA
Tipologia: Obras de Reflexion y Anélisis

Fecha de recepcion: 23 de febrero de 2026
Fecha de evaluacion: 10 de marzo de 2026
Fecha de aceptacion: 16 de abril de 2026

Publicado julio de 2026

Preparacion editorial

Editorial AGROSAVIA

editorial@agrosavia.co

Direccion editorial: Astrid Veronica Bermudez Diaz
Edicion: Liliana Gaona

Correccion de estilo: Luz Angela Uscategui Cuellar
Disefio: Janduy Barreto

Diagramacion: Maria Paula Beron Ramirez

https://co.creativecommons.org/?page_id=13

Citacion sugerida:

Castro Mayorga, J. L., Beltran Acosta, C. R., Zapata
Narvaez, Y. A., Cuartas Otalora, P. E., Moreno Rodriguez,
J. M., Grijalba Bernal, E. P., Diaz Garcia, A., Millan
Montafio, D. A., Botina Azain, B. L., Uribe Gutiérrez, L.
A., Mendoza, L. A., Lozano Gil, R. A., Merchan Carrizosa,
L. V. & Gomez Alvarez, M. 1. (2026). Validacion del
bioproducto Nalev®y tecnologias para el control de moho
gris (Botrytis cinerea) en rosas (Rosa sp.). Corporacion
Colombiana de Investigacion Agropecuaria (AGROSAVIA).
https://doi.org/10.21930/agrosavia.analisis.7409093

Cldausula de responsabilidad:

AGROSAVIA no es responsable de las opiniones y

de la informacion recogidas en el presente texto.

Los autores asumen de manera exclusiva y plena

toda responsabilidad sobre su contenido, ya sea

este propio o de terceros, declarando en este ultimo
supuesto que cuentan con la debida autorizacion de
terceros para su publicacion. Igualmente, expresan
que no existe conflicto de interés alguno en relacion
con los resultados de la investigacion propiedad de
tales terceros. En consecuencia, los autores seran
responsables civil, administrativa o penalmente, frente
a cualquier reclamo o demanda por parte de terceros,
relativa a los derechos de autor u otros derechos que se
vulneren como resultado de su contribucion.

Linea de atencion al cliente: (+57) 601 914 4677
atencionalcliente@agrosavia.co
www.agrosavia.co



https://co.creativecommons.org/?page_id=13
https://doi.org/10.21930/agrosavia.analisis.7409093

TABLA DE

CONTENIDO

Agradecimientos 11
Los autores 13
Presentacion 19
Introduccion 21

Capitulo L.

El cultivo de rosas en Colombia

Conclusiones

Referencias

Capitulo II.

Las levaduras como agentes de control biol6gico

Rhodotorula mucilaginosa
Conclusiones

Referencias

Capitulo III.

Desarrollo de bioinsumos en Colombia:
caso Nalev® para el control de moho gris
Botrytis cinerea

Conclusiones

Referencias

23
25

26

29
30

31

32

35
40

40



Capitulo IV.

Avances en la validacién del uso de un prototipo
a base de Rhodotorula mucilaginosa Lv316 (Nalev®)

Produccion de biomasa de la levadura
Rhodotorula mucilaginosa Iv316 mediante
fermentacion liquida

Conclusiones

Disenio de un sistema de entrega parala
levadura Rhodotorula mucilaginosa Iv316

Conclusiones

Control del moho gris en rosa por
Rhodotorula mucilaginosa Iv316 en cultivos
comerciales

Conclusiones

Compatibilidad de Rhodotorula mucilaginosa 1v316
con plaguicidas

Conclusiones

Referencias

Capitulo V.

Innovacioéon en el control del moho gris en rosas:
membrana difusora de aceite esencial para
la conservacion de rosas en poscosecha

¢Qué hicimos?
¢Como lo hicimos?
;Qué obtuvimos?
Conclusiones

Referencias

43

43

47

48

54

54

62

62

70

71

75
75

76

81

86

86



LISTA DE FIGURAS

Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5
Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14

Lesiones en pétalos de rosas (decoloracion del tejido
afectado) causadas por Botrytis cinerea que danan
la calidad de la flor

Células de levaduras epifitas asociadas a la filosfera
de mora

Rhodotorula mucilaginosa Lv316

Insumos para cultivos de rosas y ornamentales
basados en agentes microbiales y registrados ante
el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA)

Niveles de madurez tecnologica
Promesa de valor de Nalev®

Componentes de un proceso de fermentacion
liquida estandar

Biorreactores mas utilizados en aplicaciones
biotecnologicas

Etapas del proceso de fermentacion liquida para
la produccién de biomasa de la levadura

R. mucilaginosa 1v316 y valores de biomasa seca
y viabilidad obtenidos en cada una

Comparacion de dos técnicas de separacion para
recuperacion o cosecha de biomasa de la levadura
R. mucilaginosa Iv316 proveniente de un proceso
de fermentacion liquida

Disefio de un granulado dispersable a base de
R. mucilaginosa Lv316

Metodologia para seleccionar un protector de secado
para el granulado a base de R. mucilaginosa Lv316

Metodologia para seleccionar un agente desintegrante
para el granulado a base de R. mucilaginosa 1v316

Seleccion de protectores de secado para el granulado
a base de R. mucilaginosa Lv316

24

29

30

36
38

39

43

44

45

47

48

49

50

51



Figura 15

Figura 16

Figura 17

Figura 18
Figura 19

Figura 20

Figura 21

Figura 22

Figura 23

Figura 24

Figura 25

Figura 26

Figura 27

Figura 28

Proceso de mezcla y granulado a base de
R. mucilaginosa Iv316

Distribucién de frecuencias del tamafio de particula
del granulado a base de R. mucilaginosa Lv316

Estabilidad en almacenamiento del granulado a base
de R. mucilaginosa Lv316

Rosas de dos variedades
Tallos de rosas almacenados en cAmaras humedas

Ramos de rosas Orange Crush y Freedom dispuestos
en floreros

Escala de severidad (grado 0 a 4) del moho gris en rosa

Incidencia e indice de severidad del moho gris en las
dos variedades de rosas bajo las aplicaciones de Nalev®
en las dos concentraciones evaluadas después de siete
dias en cAmara himeda para el ciclo evaluado en 2022

Incidencia e indice de severidad del moho gris en las
dos variedades de rosas bajo las aplicaciones de Nalev®
en las dos concentraciones evaluadas después de siete
y catorce dias en florero para el ciclo evaluado en 2022

Incidencia e indice de severidad del moho gris en las
dos variedades de rosas bhajo las aplicaciones de Nalev®
en las dos concentraciones evaluadas después de siete
dias en cAmara himeda para el ciclo evaluado en 2023

Incidencia e indice de severidad del moho gris en rosas
de las variedades Orange Crush y Freedom bajo las
aplicaciones de Nalev® en las dos concentraciones
evaluadas después de siete y catorce dias en florero
para el ciclo evaluado de 2023

Esquema de evaluacion del efecto de los agroquimicos
sobre el crecimiento de R. mucilaginosa Lv316

Efecto de fungicidas sobre el crecimiento
de R. mucilaginosa Lv316

Fungicidas que podrian emplearse simultineamente con
Nalev® en estrategias de manejo integrado del cultivo

52

53

54
55
56

56

57

58

59

60

61

65

66

66



Figura 29

Figura 30

Figura 31

Figura 32

Figura 33

Figura 34

Figura 35

Figura 36

Figura 37
Figura 38

Figura 39

Figura 40

Figura 41

Figura 42

Efecto de insecticidas sobre el crecimiento
de R. mucilaginosa Iv316

Insecticidas que podrian emplearse simultdneamente con
Nalev® en estrategias de manejo integrado del cultivo

Efecto de coadyuvantes sobre el crecimiento
de R. mucilaginosa Lv316

Coadyuvantes que podrian emplearse con Nalev®

Efecto de bactericidas y desinfectantes sobre
el crecimiento de Rhodotorula mucilaginosa Lv316

Bactericidas y desinfectantes que podrian emplearse
simultineamente con Nalev® en estrategias de manejo
integrado del cultivo

Ramos de rosas de las variedades Moody Blues (MB),
Freedom (F) y Orange Crush (OC) utilizadas
en los ensayos

Proceso de fabricacion de membrana con aceite
esencial mediante electrospinning, combinando
el polimero y el aceite para obtener fibras micrométricas

Ubicacion de la membrana
Almacenamiento en refrigeracion

Quemadura en las rosas expuestas a las seis
membranas (7 x 10 cm) ubicadas en los separadores
de las camas del ramo

Porcentaje de incidencia e indice de severidad en ramos
de rosas de las variedades MB (ay b), OCy F (c y d) sin
membrana (control) (C) y con membrana (M)

Porcentaje de incidencia e indice de severidad
en la caja de rosas de la variedad F y OC con (M)
y sin membrana (control) (C)

Pérdida de peso de la membrana almacenada
a temperatura ambiente (aprox. 20 °C)

67

68

68

69

69

70

76

71
71

80

81

82

83

85



LISTA DE TABLAS

Tabla 1

Tabla 2

Tabla 3

Tabla 4

Tabla 5
Tabla 6

Tabla 7

Tabla 8

Ensayo de seleccion de desintegrantes

Caracterizacion fisicoquimica del granulado a base
de la levadura Rhodotorula mucilaginosa 1v316

Tratamientos evaluados para validar el control
de Nalev® sobre Botrytis cinerea en cultivos de rosa
en dos temporadas diferentes

Lista de insumos agricolas utilizados en la prueba
de compatibilidad con la levadura
Rhodotorula mucilaginosa Iv316

Evaluaciéon de parametros de calidad en rosas
Resultados de los parametros de calidad en ramo

Resultados de ensayos a nivel de caja de acuerdo con
parametros de calidad

Resultados del analisis termogravimétrico (TGA) de la

membrana difusora almacenada durante 12 meses a 6 °C

51

52

55

64
79
83

84

85



4
: = pa WY
/ (@) ® 2. \
;—;9&‘ 33 o 2
SUVOONIID
‘,\
| o |

i\ f. \‘ v







AGRADECIMIENTOS

Al Ministerio de Ciencia, Tecnologia e Innovacién de Colombia y a la
Corporacion Colombiana de Investigaciéon Agropecuaria (AGROSAVIA)
porlafinanciaciény ejecucion de “Bioflorhass: Programa de innovacion
y cooperacion tecnologica para el desarrollo de estrategias de control
biologico para los cultivos de rosas y aguacate Hass en Colombia”,
codigo 80740-469-2021, que permitio el desarrollo de este trabajo.
De igual manera, agradecemos a nuestros aliados: Universidad de los
Andes, Fundacion Universitaria Agraria de Colombia (Uniagraria) y
Centro de Innovacion de la Floricultura Colombiana (Ceniflores) por su
compromiso en el desarrollo del proyecto.

A su vez, se expresa agradecimiento muy especial a la empresa
productora y exportadora de rosas Matina Flowers S. A. S. y al personal
de la finca Macuira, ubicada en Cogua, Cundinamarca, Colombia,
por permitir realizar en sus instalaciones los diferentes trabajos de
evaluacion y validacion del bioplaguicida Nalev®.







LOS AUTORES

Martha Isabel Gomez Alvarez
Correo: mgomeza@agrosavia.co
Orcid: 0000-0003-4919-2747

Investigadora PhD senior con Doctorado en Bioquimica y Farmacia, Master
en Formulacién de Liposomas y especializaciones en gerencia, costos y
mercadeo. Tiene mas de 25 afios de experiencia en diseno, desarrollo,
escalado, registro, mercadeo y transferencia de tecnologia de bioproductos
agricolas y pecuarios. De 2001 a 2007, trabajo en Newbiotechnic (Espana)
como responsable de producciéon de agentes de control biol6gico, como
Trichoderma. Desde 2008, trabaja en AGROSAVIA (Colombia). Ha desarro-
llado proyectos en temas relacionados con procesos productivos mediante
fermentacion solida y liquida, disefio de formulaciones solidas y liquidas
(polvos, granulos, suspensiones, emulsiones y microencapsulados), esca-
lado de procesos de fabricacion y registro de bioproductos (bioplaguicidas,
biofertilizantes y probidticos). Lidera la estrategia y el modelo de negocios
para la proteccion, llegada al mercado y transferencia de tecnologia de
bioproductos de la institucion y asesora entidades como el Ministerio de
Agricultura de Colombia, el Fondo Regional de Tecnologia Agropecuaria y
el Instituto Interamericano de Cooperacién para la Agricultura en temas
relacionados con bioinsumos.



mailto:mgomeza@agrosavia.co

Validacion del bioproducto Nalev® y tecnologias
para el control de moho gris (Botrytis cinerea) en rosas (Rosa sp.)

Luis Alberto Mendoza Vargas
Correo: luis.mendoza@ceniflores.org
Orcid: 0000-0003-1801-3865

Coordinador de proyectos en el Centro de Innovaciéon de la Floricultura Colombiana
(Ceniflores), donde articulainiciativas de innovacion e investigacion orientadas al fortaleci-
miento del sector. Es ingeniero agronomo y magister en Ciencias Agrarias en fitopatologia,
con experiencia en gestion de proyectos, articulacion interinstitucional e investigacion en
floricultura. Ha participado en el desarrollo de programas, eventos técnicos y proyectos
colaborativos en los cuales ha integrado academia, industria y entidades publicas para
abordar retos productivos y de sostenibilidad. Es autor y coautor de publicaciones cientifi-
cas en temas de fitopatologia, epidemiologia de enfermedades y sanidad vegetal. Su trabajo
se orienta a laidentificacion de necesidades de innovacion, la divulgacion de conocimiento
y la conexién de actores del ecosistema.

Yimmy Alexander Zapata Narvaez
Correo: jzapatan(@agrosavia.co
Orcid: 0000-0002-7586-209X

Microbiologo de la Pontificia Universidad Javeriana, con Maestria en Agrociencias de la
Universidad de La Salle, se desempefia como investigador master senior en AGROSAVIA.
Su area de trabajo se enfoca en la fitopatologia y el control biologico de enfermedades
en sistemas productivos como frutales, hortalizas, cultivos transitorios y perennes. Para
esto, junto con un equipo multidisciplinario, desarrolla bioproductos e incorpora estos
desarrollos en la produccion agricola buscando orientar estrategias de manejo integrado
del cultivo que promuevan la sostenibilidad de los agroecosistemas.

Camilo Rubén Beltran Acosta
Correo: cheltran@agrosavia.co
Orcid: 0000-0002-6063-6962

Bidlogo de la Universidad Nacional de Colombia y magister en Ciencias Biologicas con
énfasis en Biotecnologia Vegetal de 1a Pontifica Universidad Javeriana. Tiene experiencia
en las areas de fitopatologia, control biolégico, manejo integrado de enfermedades,
biologia y biotecnologia vegetal. Integrante del grupo de investigacion Control Biol6gico
de Plagas Agricolas. Con experiencia en gestion, ejecuciéon y evaluacion de proyectos
de investigacion. Ha trabajado en el manejo integrado de enfermedades en diferentes
cultivos y el desarrollo tecnolégico, el registro y la transferencia de bioproductos.

14


mailto:luis.mendoza@ceniflores.org
mailto:jzapatan@agrosavia.co
mailto:cbeltran@agrosavia.co

Paola Emilia Cuartas Otalora
Correo: pcuartas@agrosavia.co
Orcid: 0000-0001-8009-2600

Microbitloga agricola y veterinaria, PhD en Biotecnologia e investigadora PhD asociada
de AGROSAVIA, entidad donde actualmente se desempefia como jefe del Departamento de
Bioproductos desde el 2019. Cuenta con mas de 15 afios de experiencia en el desarrollo y
registro de bioproductos para la integracion en programas de manejo integrado, y lidera
proyectos de investigacion en areas relacionadas principalmente con la producciéon de
bioplaguicidas a base de virus y hongos, codesarrollos y actividades de validacion, registro
y transferencia. Cuenta con mas de 25 publicaciones cientificas y una patente. Ademas, ha
participado en el desarrollo de productos como Spobiol®, Erytec®, Baculovirus®, Ecotispa®
y Leptostop®, entre otros.

Jenny Milena Moreno Rodriguez

Orcid: 0000-0002-3444-4836

Quimica industrial, MBA en Gestion de Negocios y Mercados, magister en Ingenieria de
Producciony especialista en Logistica. Su trayectorialaboral en I+D+i en el sector agropecuario
se orienta hacia investigacion de mercados, formulacion y direccion de proyectos, generacion
de estrategias de transferencia de tecnologia y planes de mercadeo para bioinsumos y
desarrollo de nuevas tecnologias. También ha trabajado en control de calidad, analisis
quimico y en estrategias para la reducciéon de perdidas poscosecha, aprovechamiento de
subproductos y optimizacion de cadenas de abastecimiento agroalimentarias.

Jinneth Lorena Castro Mayorga

Correo: jlcastr@agrosavia.co

Orcid: 0000-0002-8909-6955

Ingeniera biol6gica de la Universidad Nacional de Colombia, con Maestria en
Biotecnologia Industrial y Agroalimentaria (Universidad de Almeria, Espafia) y Doctorado
en Biotecnologia (Universidad Politécnica de Valencia, Espafia). Cuenta con experiencia
en investigacion y docencia en ciencias biologicas, con 27 publicaciones cientificas y
una patente registrada. Actualmente se desempefia como investigadora PhD asociada
en el Departamento de Bioproductos de AGROSAVIA, donde lidera procesos de I+D+i en
bioplaguicidas y biofertilizantes. En el marco del programa Bioflorhass, ha dirigido la
validacion de las tecnologias Nalev®, Tricotec® WG y una membrana difusora de aceites
esenciales para el control de moho gris y antracnosis en etapas de pre y poscosecha de
rosas y aguacate Hass. Adicionalmente, asesora biofabricas, lidera planes de vinculacién
y capacitaciéon en bioinsumos y desarrolla actividades de apropiacion social del
conocimiento con productores, nifios y jovenes.

15

Los autores


mailto:pcuartas@agrosavia.co
mailto:jlcastr@agrosavia.co

Validacion del bioproducto Nalev® y tecnologias
para el control de moho gris (Botrytis cinerea) en rosas (Rosa sp.)

Erika Paola Grijalba Bernal

Correo: egrijalba@agrosavia.co

Orcid: 0000-0001-7385-3408-3408

Master en Ciencias Bioldgicas con énfasis en microbiologia de la Universidad
delos Andesy quimica farmacéutica de la Universidad Nacional de Colombia.
Con mas de 20 afios de experiencia en el disefio y desarrollo de bioproduc-
tos como bioplaguicidas a base de hongos entomopatégenos (Metarhizium
anisopliae, Metarhizium rileyi, Beauveria bassiana y Purpureocillium lilacinum),
virus entomopatogenos como nucleopoliedrovirus, biofertilizantes a base
de Bradyrhizobium, Azotobacter y Bacillus sp. y probidticos a base de bacte-
rias ruminales anaerobias. Actualmente se desemparia como investigadora
master en el Departamento de Bioproductos de AGROSAVIA.

Andrés Diaz Garcia
Correo: adiaz@agrosavia.co
Orcid: 0000-0002-8638-7968

Ingeniero quimico con Maestria en Ingenieria Bioquimica por la Universidad
Nacional de Colombia. Con mas de 20 afios de experiencia como inves-
tigador en AGROSAVIA, su trabajo cientifico se ha centrado en el disefio
de medios de cultivo y equipos para la produccién masiva de microor-
ganismos, asi como en la estandarizacion, optimizacion y escalamiento
de procesos de fermentacion solida y liquida. Actualmente se desempefa
como investigador master asociado en la Planta Piloto de Bioproductos
de AGROSAVIA, con un enfoque especial en el desarrollo tecnologico de
bioproductos y el escalamiento de bioprocesos a nivel piloto. Ha realizado
contribuciones en proyectos de investigacion y desarrollo, vinculacion
y registro de bioinsumos y ha publicado articulos cientificos, manuales,
cartillas y capitulos de libro relacionados con la ingenieria bioquimica, asi
como con la aplicacion de bioinsumos en campo, en publicaciones cienti-
ficas a nivel nacional e internacional.

16


mailto:egrijalba@agrosavia.co
mailto:adiaz@agrosavia.co

Duvan MillAn Montaino
Correo: dmillan@agrosavia.co
Orcid: 0000-0001-5493-9177

Microbiologo industrial. Actualmente ocupa el cargo de profesional de
apoyo alainvestigacion en el Departamento de Bioproductos de AGROSAVIA,
en donde trabaja en procesos de fermentacion liquida a diversas escalas,
asi como en el manejo y conservacion inherente de microorganismos con
el fin de desarrollar biofertilizantes que representen una alternativa viable
a la fertilizacion tradicional.

Liz Alejandra Uribe Gutiérrez
Correo: luribe@agrosavia.co
Orcid: 0000-0002-8282-7196

Magister en Ciencias Agrarias (énfasis en fitopatologia) de la Universidad
Nacional de Colombiaymicrobiélogaindustrial de la Pontificia Universidad
Javeriana. Es investigadora master en AGROSAVIA desde 2008, donde lidera
la curaduria y gestion de la Coleccién de Microorganismos con Interés en
Control Bioldgico (CMICB). Certificada en manejo de colecciones de cultivos,
posee mas de 15 aflos de experiencia en la conservacién, caracterizacion
e identificacion de microorganismos con potencial aplicacion en el sector
agropecuario, orientados al desarrollo de bioinsumos y al mejoramiento
de procesos.

Blanca Lucia Botina Azain

Correo: bbotina@agrosavia.co

Orcid: 0000-0002-8417-6526

Microbiologa y magister en Ciencias Biologicas de la Universidad de los Andes.
Actualmente se desempenia como investigadora master en AGROSAVIA. Su
trabajo se centra en el desarrollo de alternativas para la competitividad
del campo, tales como el manejo integrado de fitopatogenos, procesos
de poscosecha y la valorizacion de residuos industriales en diversos
sistemas productivos. En la linea de remediacion ambiental, ha evaluado
subproductos para mitigar metales pesados en suelos cacaoteros, mientras
que en el ambito pecuario participa en proyectos para el control de la
leptospirosis bovina. Posee una solida trayectoria técnica en metodologias
de laboratorio quimico y microbiolégico, ademas de un recorrido previo en
control de calidad para la industria de alimentos.

17

Los autores


mailto:dmillan@agrosavia.co
mailto:luribe@agrosavia.co
mailto:bbotina@agrosavia.co

Validacion del bioproducto Nalev® y tecnologias
para el control de moho gris (Botrytis cinerea) en rosas (Rosa sp.)

Laura Valentina Merchan Carrizosa

Correo: lv.merchanio@uniandes.edu.co

Orcid: 0009-0003-3907-9959

Magister en Ingenieria Quimica, bidloga y microbiologa de la Universidad
de los Andes. Actualmente se desempenia como profesional de inves-
tigacion y desarrollo en la Universidad de los Andes, con énfasis en la
validacion de bioproductos y bioprocesos para el control microbiologico
en sistemas agroindustriales. Ha participado en proyectos de innovacion,
como Bioflorhass, orientados al manejo de hongos fitopatdégenos en flores
y aguacates destinados a exportacion. Sus areas de interés incluyen la
microbiologia aplicada, el aseguramiento de calidad bajo estandares inter-
nacionales y la transferencia tecnolégica para la industria agricola.

Rubén Alberto Lozano Gil

Correo: lozano.ruben@uniagraria.edu.co

Orcid: 0000-0001-6756-5223

Magister en Ingenieria Industrial con énfasis en gestion de operaciones
e ingeniero agroindustrial, actualmente es docente de tiempo completo
del programa de Ingenieria Agroindustrial en la Fundacion Universitaria
Agraria de Colombia (Uniagraria) y presidente de la mesa sectorial de
floricultura del Servicio Nacional de Aprendizaje (SENA). Desempefia
labores de asesoria empresarial en temas de gestion, control y evaluacion de
calidad, estrategias de mejora continua y administracion de la produccion,
especialmente en empresas del sector floricultor. Adicionalmente, en este
sector, ocupo los cargos de coordinador, jefe de poscosecha y asistente de
aseguramiento de calidad. También fue monitor graduado en la Escuela
Colombiana de Ingenieria Julio Garavito. Sus areas de investigacién son
gestion de calidad, logistica agroindustrial, gestion y administracion de la
produccion y control fitosanitario.

18


mailto:lv.merchan10@uniandes.edu.co

PRESENTACION

La agricultura colombiana, y particularmente el sector floricultor, ha sido
durante décadas un motor de desarrollo econémico, social y ambiental
para el pais. Entre las especies ornamentales, la rosa se destaca no solo
por su belleza y valor comercial, sino también por representar un sistema
productivo consolidado que permite generar innovaciones y posicionar a
Colombia en los mercados internacionales.

La Corporacion Colombiana de Investigacion Agropecuaria (AGROSAVIA),
en el marco de “Bioflorhass: Programa de innovacion y cooperacion tec-
nologica para el desarrollo de estrategias de control bioldégico para los
cultivos de rosas y aguacate Hass en Colombia”, presenta este libro de
divulgacion titulado Validacion del bioproducto Nalev® y tecnologias para
el control de moho gris (Botrytis cinerea) en rosas (Rosa sp.).

Este documento es el resultado de un proceso de investigacion,
validacion y transferencia tecnologica orientado a ofrecer alternativas
sostenibles para el manejo del moho gris (Botrytis cinerea), una de las
enfermedades mas limitantes en la floricultura. Su desarrollo permitio
el progreso y evaluacion del bioproducto Nalev®, basado en lalevadura
Rhodotorula mucilaginosa 1v316, como una herramienta innovadora
y ambientalmente responsable frente al uso de fungicidas sintéticos
tradicionales.

Asi mismo, se presentan avances de innovacién tecnolégica asocia-
dos al desarrollo de una membrana difusora de aceites esenciales (AE)
para la conservacion de rosas en poscosecha, una estrategia comple-
mentaria que demuestra el potencial del uso de compuestos naturales
en lareduccion de pérdidas y la mejora de la calidad.
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Esta obra es un instrumento pedagogico accesible para técnicos, tecnélogos, agricul-
tores, empresarios del sector floricultor y formuladores de politicas ptiblicas a partir de
resultados de investigacion de alta calidad.

Se estructura de manera progresiva, paso a paso, iniciando con una contextualizacion
sobre la importancia del cultivo de rosas en Colombia y el papel de las levaduras como
agentes de biocontrol. Posteriormente, se detalla el desarrollo del bioproducto Nalev®,
basado en la levadura Rhodotorula mucilaginosa 1v316, desde la produccion de biomasa
mediante fermentacion liquida hasta el disefio del sistema de entrega, las pruebas de
validacion en campo y la evaluacion de su compatibilidad con otros insumos. También,
la implementacion y evaluacion de membranas difusoras de AE que liberan compuestos
naturales con propiedades antifingicas que protegen los ramos durante el almacena-
miento y el transporte para ofrecer una alternativa mas sostenible para la floricultura.

Este libro documenta como un desarrollo cientifico riguroso puede transformarse en
una solucién tecnologica concreta y aplicable en campo, lo cual muestra el potencial de
la biotecnologia agricola nacional cuando se integran todas las etapas del desarrollo tec-
nologico: investigacion basica, validacion experimental y articulacion con los actores del
sistema productivo.

Mas alla del desarrollo técnico, esta publicacion contribuye a fortalecer una vision
de sostenibilidad agropecuaria alineada con las demandas globales y nacionales de una
produccion limpia, socialmente responsable y respetuosa con el medio ambiente. La co-
munidad floricultora encontrara en este libro una herramienta valiosa para mejorar la
eficiencia de sus practicas, reducir el impacto ambiental de sus operacionesy fortalecer la
resiliencia frente al cambio climatico y la resistencia a patdégenos.

Con esta publicacion, AGROSAVIA, como ejecutor del programa Bioflorhass, en colabora-
cion con el Centro de Innovacion de la Floricultura Colombiana (Ceniflores), la Fundacion
Universitaria Agraria de Colombia (Uniagraria) y la Universidad de los Andes, reafirma su
compromiso con la generacion de soluciones biotecnolégicas que promuevan la sostenibi-
lidad, competitividad e innovacion del agro colombiano y consolida el liderazgo del pais en
una floricultura mas verde, eficiente y de alto valor agregado.
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INTRODUCCION

Colombia se ha consolidado como el segundo exportador mundial
de flores y ha posicionado el cultivo de la rosa (Rosa hybrida) como el
nucleo de su sector. Debido a su relevancia socioeconémica y amplia
variedad, este cultivo exige estandares de calidad fitosanitaria riguro-
sos para satisfacer las altas demandas del mercado internacional.

No obstante, la productividad y la vida en florero se ven limitadas
por Botrytis cinerea, agente causal del moho gris. Este patogeno no solo
reduce el rendimiento en campo, sino que compromete la estética
y la longevidad de la flor, lo que deriva en pérdidas econémicas sig-
nificativas. Dada su alta plasticidad genética y el creciente riesgo de
resistencia a los fungicidas de sintesis quimica, la floricultura ha for-
talecido el manejo integrado de enfermedades (MIE). Este enfoque ha
buscado priorizar el uso de agentes de control biol6gico que garanticen
la inocuidad y la sostenibilidad del proceso productivo.

Con el objetivo de reducir la dependencia de fungicidas quimicos
y evitar la generacién de cepas resistentes, el MIE ha integrado
herramientas biotecnolégicas como la levadura Rhodotorula glutinis.
Este agente de control bioldgico se distingue por su eficacia antagonica
basada en un mecanismo de accion multifacético. Su principal
fortaleza radica en la competencia por nicho y nutrientes, ya que, al
colonizar con rapidez las microheridas de la flor, agota los recursos
de carbono y nitrégeno necesarios para el patégeno. De este modo, se
logra una inhibiciéon efectiva de B. cinerea que garantiza la inocuidad
del producto final.
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No obstante, el control debe trascender el cultivo y extenderse a la poscosecha,
fase donde las condiciones de humedad favorecen la reactivaciéon del moho gris. En

este contexto, surge la innovadora implementacién de membranas difusoras de aceites

esenciales, las cuales permiten la liberacién controlada de compuestos volatiles con
propiedades fungistaticas. Este enfoque integral, que combina el biocontrol microbiano
en la etapa de produccion con tecnologias de empaque activo en poscosecha, representa
el futuro de un sector que busca garantizarla excelenciayla sanidad delarosa colombiana
en los mercados internacionales.




Capitulo I.
El cultivo de rosas
en Colombia

El cultivo de rosas (Rosa sp.) bajo agricultura protegida es uno de los mas importantes
dentro de las plantas ornamentales a nivel mundial, ya que lidera el mercado de flores
de corte gracias a su alta demanda comercial y su valor simbolico. De acuerdo con Dogan
etal. (2025), larosa es considerada la flor mas relevante en la industria de la floricultura
global no solo por su volumen de produccién masiva en diferentes regiones del mundo,
sino también por su papel en la economia agricola de los paises exportadores.

En Colombia, la rosa constituye una de las actividades agricolas mas relevantes del
sector floricultor y ha contribuido de manera significativa a posicionar al pais como
uno de los principales exportadores de flores del mundo (Asociacion Colombiana de
Exportadores de Flores [Asocolflores], 2021). Gracias a sus condiciones agroclimaticas
y su ubicacion geografica cercana al ecuador, que proporciona una radiacion solar
constante y un fotoperiodo estable durante todo el afio, Colombia halogrado establecerse
como un referente internacional en la produccion de rosas de alta calidad. Este producto
es altamente valorado en el mercado global por su diversidad de colores, formas y
tamanos (Colead, 2025).

Colombia es actualmente el segundo mayor exportador de flores a nivel mundial,
después de los Paises Bajos, y el principal proveedor de flores frescas para el mercado
de los Estados Unidos, con el 79 % de las exportaciones (Asocolflores, 2025). En 2024,
las exportaciones de flores de corte alcanzaron un valor de 2,3 billones de do6lares, con
un volumen de 331.000 toneladas (Farjana et al., 2024). En 2025, el sector floricultor
de Colombia alcanz6 aproximadamente 2.400 millones de délares y 340.000 toneladas,
lo que lo consolida como uno de los principales generadores de divisas del pais
(Asocolflores, 2025). La exportacion de rosas frescas represent6 en 2025 el 18 %, con
ingresos de 429 millones de dolares y un volumen de 61.015 toneladas. Los principales
destinos fueron Estados Unidos, seguido de Espafia, Canada y Reino Unido, entre otros
(BBVA, 2025).

Ademasde suimpacto econémico, el sector floricultor es una fuente clave de empleo.
Mas de 200.000 personas en Colombia estan vinculadas directa e indirectamente
a esta actividad en mas de 115 municipios (Florists’ Review, 2024a), y se estima que
unas 110.000 trabajan directamente en el cultivo y procesamiento de flores. Durante
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temporadas pico, como el dia de San Valentin, se generan cerca de 20.000 empleos
adicionales. Cabe destacar que el 60 % de la fuerza laboral del sector estd conformada por
mujeres y la mitad de ellas son cabeza de familia, 1o cual representa el 25 % del empleo
rural formal femenino en el pais (Asocolflores, 2021; Florists’ Review, 2024D).

El sector floricultor colombiano ha avanzado hacia sistemas mas sostenibles mediante
la implementacion de tecnologias en el manejo agronoémico, el uso de nuevas variedades y
la adopcion de bioinsumos como alternativas sostenibles para el manejo de los cultivos. La
certificacion bajo estandares como Florverde Sustainable Flowers ha permitido mejorar el
acceso a mercados exigentes y ha posicionado la floricultura nacional como un modelo de
responsabilidad ambiental y social que alcanza 9.000 hectareas de area certificada en 2025
(Asocolflores, 2025).

No obstante, el cultivo de rosas enfrenta desafios crecientes. El cambio climatico ha
generado eventos como lluvias intensas, inundaciones y variaciones térmicas que afectan
la produccion y dificultan la logistica (Farjana et al., 2024). Eventos como La Nifia, con
excesos de lluvia y aumento de nubosidad, elevan la humedad foliar y del suelo, lo cual
aumenta la probabilidad de enfermedades y favorece su incidencia (BBVA, 2025). A esto
se suma la competencia de paises como Ecuador, Kenia y los Paises Bajos, asi como el
incremento en los costos de insumos esenciales (fertilizantes, agroquimicos y materiales
de empaque, entre otros) (Colead, 2025).

Uno de los principales retos fitosanitarios en la produccién de rosas es el moho gris,
causado por el hongo Botrytis cinerea, un patdégeno que afecta la calidad (figura 1) y el
rendimiento de las flores tanto en campo como en poscosecha (Ullah et al., 2024). Este
hongo puede infectar tallos, brotes y flores y genera sintomas que van desde lesiones
necroticas hasta pudriciones severas, 1o cual ocasiona el rechazo del producto en mercados

internacionales y pérdidas economicas significativas (Munoz et al., 2019).

Figura 1. Lesiones en pétalos de rosas (decoloracién del tejido afectado) causadas por Botrytis cinerea
que dafian la calidad de la flor.

Fuente: Camilo Ruben Beltran Acosta

24



Capitulo 1. El cultivo de rosas en Colombia

Un aspecto critico es su capacidad de permanecer en estado latente en los tejidos de
la planta durante el cultivo y manifestarse posteriormente durante el almacenamiento o
el transporte, lo cual hace dificil su deteccion oportuna. Las condiciones ambientales que
favorecen su desarrollo son prevalentes en las zonas productoras de rosas. El hongo causa
enfermedad en ambientes con alta humedad relativa (superior al 94%) y temperaturas
entre 15y 25 °C (Munoz et al., 2019). Asi mismo, factores como la condensacion en los
empaques durante la cadena de frio (2 °C a 4 °C), 1a escasa ventilaciéon en invernaderos y
la presencia de rocio favorecen su esporulacion.

El control de B. cinerea se basa tradicionalmente en el uso de fungicidas aplicados antes
y después de la cosecha. Sin embargo, estas practicas enfrentan problemas como el posible
desarrollo de resistencia, el aumento de costos y los impactos ambientales (Giraldo et al.,
2024). Por ello, se han promovido estrategias de manejo integrado, que incluyen practicas
culturales como eliminacion de tejidos enfermos, buena ventilacion y control del riego
(Valencia et al., 2018; FloralDaily, 2023), asi como manejo biolégico con el uso de microor-
ganismos y extractos vegetales con propiedades antifingicas y aplicaciones de calcio que
refuerzan las paredes celulares y aumentan la tolerancia a la infeccion (Ha et al., 2021).

En el marco de una floricultura cada vez mas comprometida con los principios de
sostenibilidad ambiental, social y econémica y la aplicacion de protocolos de inocuidad,
el control biol6gico emerge como una estrategia fundamental para el manejo integrado
de enfermedades (BBVA, 2025). Su incorporacién permite reducir la dependencia de
fungicidas sintéticos, eliminar gradualmente ingredientes de alto riesgo, mitigar la
aparicion de eventos de resistencia de patégenos y disminuir el impacto negativo sobre
los agroecosistemas.

Ademas, el uso de agentes biologicos se alinea con las exigencias de los mercados
internacionales, que valoran cada vez mas las practicas agricolas responsables, libres de
residuos y con bajo impacto ambiental (certificaciones Florverde y GlobalG.A.P.) (BBVA,
2025). Este enfoque no solo contribuye a preservar la salud del agroecosistema, sino que
también fortalece la reputacion del floricultor colombiano como proveedor de flores de
alta calidad, cultivadas bajo estandares éticos y sostenibles. Impulsar el control biologico
en la produccién de rosas no es solo una opcioén técnica viable, sino un camino estratégico
hacia una floricultura mas resiliente, innovadora y competitiva a largo plazo.

Conclusiones

El cultivo de rosas en Colombia no solo es un componente econémico clave, sino también

social, ya que genera ingresos significativos y empleo rural formal, lo que lo convierte en

una actividad estratégica para la estabilidad y el desarrollo del sector agricola nacional.
Lasostenibilidad ylainnovacién son esenciales parala competitividad futura del sector

floricultor, dado que enfrenta retos como el cambio climatico y problemas fitosanitarios

25



Validacion del bioproducto Nalev® y tecnologias
para el control de moho gris (Botrytis cinerea) en rosas (Rosa sp.)

importantes como Botrytis cinerea, que representa un riesgo significativo para la calidad y
la comercializacién de las rosas, asi como la presion de mercados internacionales, lo que
exige adoptar practicas responsables como el manejo integrado y el control biologico.
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Capitulo II.
Las levaduras como agentes
de control biolégico

Las levaduras son hongos microscépicos unicelulares ampliamente distribuidos en la
naturaleza. Son habitantes comunes del suelo y de la superficie de las plantas (figura
2) y logran aislarse con facilidad en las hojas, las flores o los frutos (Gouka et al., 2022).
Estos microorganismos estan adaptados a vivir en las condiciones de la filosfera,
consiguen tolerar cambios de temperatura, humedad, pH y, en algunas especies, la
exposicion a la radiacion ultravioleta (UV) (Gouka et al., 2022; Freimoser et al., 2019).

Figura 2. Células de levaduras epifitas asociadas a la filosfera de mora.

Fuente: Jimmy Alexander Zapata Narvaez

Se reproducen principalmente de forma asexual, mediante gemacion o fision binaria,
lo cual hace que sus poblaciones crezcan de forma exponencial, consuman rapidamente los
nutrientes en su entornoy ocupen los espacios que podrian aprovechar los microorganismos
fitopatogenos (Pollard & Wu, 2010; Wang et al., 2017; Kowalska et al., 2022).



Validacion del bioproducto Nalev® y tecnologias
para el control de moho gris (Botrytis cinerea) en rosas (Rosa sp.)

Algunas levaduras producen y secretan enzimas como quitinasas, glucanasas, lipasas
y proteasas que degradan los componentes celulares de los hongos patégenos en procesos
de micoparasitismo, aunque este mecanismo no se ha estudiado en detalle para levaduras.
Lima et al. (1998) demostraron la secrecion de B-1,3-glucanasa por Cryptococcus laurentii
(LS-28) y Rhodotorula glutinis (LS-11), mecanismo al que se le atribuy6 el control de
patégenos poscosecha como Botrytis cinerea, Penicillium expansum y Rhizopus stolonifer
en uva de mesa, manzana y fresa en almacenamiento hasta en un 60 %. Wisniewski et al.
(1991) observaron que Pichia guilliermondii se adhiere a las hifas de B. cinerea y provoca
lisis mediante la produccion y secrecion de glucanasas.

A la par con el control de fitopatogenos, las levaduras forman biopeliculas de exopo-
lisacaridos que favorecen la adhesion a la superficie foliar, lo cual protege las células de
la desecacion, temperaturas extremas, salinidad y la radiacion UV e influye directamente
en su persistencia ambiental, competitividad y actividad de biocontrol (Freimoser et al.,
2019; Mohammed et al., 2021).

Desde el punto de vista tecnolégico, dadas sus caracteristicas biolégicas, las levaduras
presentan facilidad de cultivo en biorreactores (control de temperatura, pH, oxigeno y
agitacion para facilitar el crecimiento de la biomasa de la levadura), el desarrollo de
formulaciones y amplias opciones de aplicacion tanto en campo como en poscosecha.
No obstante, el uso de levaduras antagonistas como agentes de biocontrol es limitado y
en el mercado internacional se encuentran pocos bioplaguicidas cuyo principio activo
son levaduras (Kowalska et al., 2022).

Rhodotorula mucilaginosa

Rhodotorula mucilaginosa (figura 3) esuna “levaduraroja”, término que se utiliza para referirse
a levaduras que producen cantidades significativas de pigmentos carotenoides y lipidos
intracelularmente que les confieren a sus colonias una coloracion naranja, rosada, salmon

o roja. Dentro de este grupo se encuentran géneros como Rhodosporidium, Rhodotorula,
Sporobolomyces y Sporidiobolus (Li et al., 2022).

Figura 3. Rhodotorula mucilaginosa
Lv316. a. Células (40x); b. Aspecto
de colonias.

Fuente: Jimmy Alexander Zapata Narvaez
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R. mucilaginosa produce (-caroteno, toruleno y torularhodina (Sharma & Ghoshal,
2021), los cuales estan involucrados en la proteccion de las células contra las especies
reactivas de oxigeno (ROS) inducidas por la irradiacion excesiva de la radiacién Uv y el
estrés abidtico (Li et al., 2022).

Como agente de control biologico, R. mucilaginosa se ha evaluado en el control de
patogenos poscosecha como Penicillium digitatum en naranjas y se ha observado que la
inoculacion de la levadura reduce la germinacion de lo conidios del patégeno entre un 70y
un 85% (Ahima et al., 2020). De otra parte, estudios desarrollados por Abd ElI-Wahed et al.
(2024) demostraron que la inoculaciéon de R. mucilaginosa al suelo puede reducir hasta en
un 60% el marchitamiento vascular producido por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
en tomate en condiciones de invernadero, lo cual contribuye adicionalmente con una mayor
tolerancia al estrés hidrico al aumentar los contenidos de fenol y flavonoides en las plantas.

AGROSAVIA realizo el aislamiento de poblaciones de levaduras epifitas en la filosfera
de plantas de cultivos de mora (Rubus glaucus). Las cepas de levaduras obtenidas fueron
caracterizadas mediante pardmetros ecofisiolégicos como su crecimiento 6ptimo en
diferentes rangos de pH y temperatura, asi como la adherencia a la superficie foliar
y su tolerancia a la radiacion ultravioleta B (UVB). Ademas, se analizdé su actividad
biocontroladora sobre B. cinerea, proceso en el cual se destaco lalevadura R. mucilaginosa
Lv316. En bioensayos de laboratorio bajo condiciones controladas, esta cepa redujo un
82 % la incidencia del moho gris en flores de mora cuando se aplicd 24 horas antes de
la inoculacion del patogeno (Zapata et al., 2011). De igual forma, en pétalos de rosa de
la variedad Vendela, redujo la incidencia de la enfermedad hasta un 80% cuando fue
inoculada de manera simultanea con el patogeno (Zapata-Narvaez et al., 2016).

En condiciones de cultivo comercial de mora, se evalu6 un prototipo de bioplaguicida
liquido a base de R. mucilaginosa Lv316 (identificada previamente como R. glutinis Lv316)
para el control del moho gris y se obtuvo una reduccion de la incidencia de la enfermedad
de entre el 40 y el 60%, con resultados similares o superiores a las aplicaciones de
difeconazole, procloraz y carbendazim (Zapata & Cotes, 2013).

Conclusiones
Las levaduras, y en especifico Rhodotorula mucilaginosa, son agentes de biocontrol con un
alto potencial debido a su capacidad para competir por nutrientes, produccion de enzimas
y formar biopeliculas que aumentan la persistencia y la eficacia, lo que les permite
controlar eficazmente patogenos en cultivos y en condiciones de poscosecha.

El uso de levaduras como bioplaguicidas representa una alternativa sostenible y
comparable en eficacia a los fungicidas quimicos, lo cual contribuye a la reduccion del
impacto ambiental y al manejo integrado de enfermedades en la agricultura.
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Capitulo III.

Desarrollo de bioinsumos
en Colombia: caso Nalev®
para el control de moho gris
Botrytis cinerea

Desde el contexto nacional para la produccién agricola en Colombia, los programas de
manejo —nutricion, plagas y enfermedades— estan entre los principales aspectos que
determinan la obtenciéon de productos de alta calidad, inocuidad y rentabilidad. En
este sentido, AGROSAVIA ha trabajado desde hace mas de 25 afios en el desarrollo de
bioinsumos paradiversos sistemas agricolas que estan asociados aventajas comparativas
respecto a los sistemas de produccién convencional, como menor impacto ambiental,
menor impacto toxicoldgico, mayor inocuidad, menor generaciéon de resistencia, mayor
especificidad, mitigacion de los efectos del cambio climatico y mayor calidad de los
productos finales, entre otros.

Para el caso especifico delaproduccién de ornamentales, donde se incluye el cultivo
de rosas, el trabajo se ha enfocado en el desarrollo de soluciones biologicas para el
control de fitopatogenos de importancia tanto en etapas productivas como en cosecha,
almacenamiento y transporte. En este sentido, el esquema de manejo del moho gris
como patogeno foliar de importancia en etapas de pre y poscosecha incluye el uso
de alternativas biolégicas dentro de los esquemas de rotacion que se manejan en las
fincas productoras de ornamentales y que se orientan a una produccién mas sostenible
e inocua, asi como al aumento de la cantidad de principios activos y la diversidad de
los mecanismos de accion contra el patégeno para disminuir el riesgo de desarrollo
de resistencia a moléculas de sintesis quimica que este presenta hace mas de siete
décadas (Elad, 1990).

Dentro de las alternativas de control biologico del moho gris mediante el uso de
microorganismos, se ha trabajado con organismos con diversos mecanismos de accion,
cuyo éxito depende de las condiciones ambientales, el hospedero, las practicas
de manejo cultural y el uso de agroquimicos, entre otros (Roca-Couso et al., 2021).
Entre los microorganismos investigados, se destacan bacterias de los géneros Bacillus
spp., Pseudomonas sp., Pantoea sp. y Streptomyces spp. (Haidar et al., 2016); hongos
como Trichoderma spp. y Gliocladium sp. (Sui et al., 2025), y levaduras de los géneros
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Rhodotorula sp., Aureobasidium sp., Suhomyces sp., Pichia sp. y Yarrowia sp. (Gomomo
et al., 2025; Karimi et al., 2025), algunos de los cuales son ingredientes activos de
biocontroladores disponibles comercialmente.

Aunque se ha realizado un ntmero importante de investigaciones sobre control
biolégico de fitopatdégenos, solo una pequena fraccion de bioinsumos registrados en
Colombia tienen Botrytis sp. como blanco biolégico. De los mas de 400 bioinsumos
registrados ante el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA), 276 son biocontroladores.
De estos, solo 16 estan autorizados para su uso en cultivos de rosas, flores y ornamentales
y nicamente 8 contienen agentes microbianos como ingrediente activo. Dentro de este
grupo, solo tres productos tienen como blanco biologico B. cinerea (figura 4). Todos se
basan en solo dos principios activos que corresponden a Bacillus spp. y Trichoderma sp.,
entre los cuales se destaca un biocontrolador a base de Bacillus amyloliquefaciens y otro
con Trichoderma koningiopsis (ICA, 2025).

Biocontroladores Para rosas y ornamentales Agentes microbiales Bacillus subtilis

16 8 3

Figura 4. Insumos para cultivos de rosas y ornamentales basados en agentes microbiales y registrados
ante el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA)

Fuente: Paola Cuartas Otalora

Esta brecha entre la investigacion y la cantidad de insumos biologicos disponibles para
el control de la enfermedad se debe a la complejidad y las capacidades, principalmente en
las etapas de escalamiento y llegada al mercado, para el desarrollo de productos de alto
nivel tecnologico, estabilidad y eficacia que puedan ser incorporados en los esquemas
de manejo integrado. Para el desarrollo de bioinsumos, AGROSAVIA ha identificado un
proceso de cinco etapas: (i) ideacion, (ii) prueba concepto, (iii) desarrollo, (iv) escalamiento
y (v) registro y lanzamiento. Estas etapas son homologables a los niveles de madurez
tecnologica (en inglés, technology readiness levels [TLR]) con los que se desarrolla cualquier
tecnologia (figura 5) y son un instrumento empleado a escala global para valorar el
progreso desde su creaciéon hasta su comercializacion, con el fin de establecer hitos claves
que permitan acelerar su desarrollo y llegada a mercado o su aplicaciéon en entornos
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reales. En el proceso establecido en AGROSAVIA, se incluyen actividades de evaluacion de
la prefactibilidad técnica (agente controlador, caracteristicas, actividad biologica, etc.) y
economica, benchmarking de productos disponibles en el mercado, vigilancias tecnolégicas
y patentabilidad, y se trabaja con desarrollos de nicho especifico. Ademas, se analizan otros
factores clave como la identificacion de las diferencias con desarrollos similares que ya
estén disponibles en el mercado, a nivel de investigacion e innovacion, antes de cualquier
desarrollo. Al terminar cada una de estas etapas, se cuenta con un proceso de chequeo que
permite tomar decisiones oportunas antes de avanzar a una etapa posterior.

Asi, al final del proceso de I+D se obtiene un producto registrado y que cumple con
todas las disposiciones de registro del ICA como entidad regulatoria en el pais, lo que
garantiza su eficaciay seguridad para los usuarios. Por tltimo, con base en las necesidades
del mercado, se establece un modelo de negocio con el fin de garantizar su llegada al
mercado y su disponibilidad en el pais.

Lapropuesta de valor de un hioproducto es el conjunto de caracteristicas que lo diferencian
frente a otras alternativas disponibles en el mercado. Estas cualidades permiten satisfacer
una necesidad, al tiempo que generan beneficios y valor agregado al ser adoptados en el
sistema productivo (Osterwalder et al., 2014).

Nalev® es el resultado del proceso de innovaciéon y desarrollo de bioproductos de
AGROSAVIA. Se trata de un biocontrolador a base de Rhodotorula mucilaginosa ILv316, como
alternativa biolégica para el control del moho gris. Entre las ventajas competitivas que
sustentan su promesa de valor, se encuentran, entre otros aspectos (figura 6), su principio
activo innovador, ya que se trata de una levadura cuya cepa es nativa de Colombia.
Asi mismo, cuenta con varios mecanismos de accién que incluyen principalmente la
competencia por espacio y nutrientes, pero también mecanismos como el parasitismo, la
lisis y la produccion de compuestos antimicrobianos (Li et al., 2011), propiedades que lo
diferencian de otros microorganismos utilizados comtiinmente en productos alternativos.
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Technology Readiness Level - TRL

NIVEL DE MADURACION DE LA TECNOLOGIA

S . Sistema Sistema
Principios Concepto Validacion Validacién fl Validacion en || Demostracion [ completo robado
Asi i Pruebas tcac en un entorno ici . p y
basicos de tecnologia q en pruebas i ' condiciones en entorno |l y calificado en || operando con
. ot . T van ] . P
observados y/tg aphciafilon e concepto | 39 1oratorio elevante cercanasa || operativo real ambiente éxito en un
ormulada las reales operacional || entorno real
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Invencién Validacion Prototipado Produccion piloto Introduccion inicial ~ Expansion
de concepto e incubacion y demostracion en el mercado de mercado

\ I\ )\ J
| | !

Entorno de laboratorio Entorno de simulacion Entorno real

Figura 5. Niveles de madurez tecnoldgica.

Fuente: Adaptado de Departamento Administrativo de Ciencia, Tecnologia e Innovacion (Colciencias, 2016)
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Rhodotorula mucilaginosa Lv316 Estabilidad
Formulado a base de una cepa Estable en almacenamiento
de levadura epifita nativa. sin necesidad de refrigeracion.
Adaptabilidad
Eficacia comprobada Coloniza rapidamente la superficie
Control de moho gris Botrytis cinerea de las plantas y limita el crecimiento
similar al manejo tradicional. del moho gris Botrytis cinerea.
Concentracion de 1 x 10° UFC/g y multiples
mecanismos de accién contra
Botrytis cinerea, como competencia por Compatible
nutrientes, parasitismo y lisis. con algunos fungicidas e insecticidas.
Rapida desintegracion Alternativa
Producto homogéneo de facil ideal para uso en esquemas
disolucion en agua. de manejo integrado del cultivo (MIC).

Figura 6. Promesa de valor de Nalev®.

Fuente: Jenny Moreno
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Conclusiones
La experiencia de AGROSAVIA, a través del trabajo multidisciplinario, ha permitido
aprovechar las oportunidades de mercado al responder con soluciones sostenibles
basadas en microorganismos y llevar sus desarrollos en el laboratorio a escalas de
produccion comercial, garantizando asi la disponibilidad de tecnologias innovadoras para
los productores.

El bioplaguicida Nalev (R. mucilaginosa Lv316) es el resultado de un proceso riguroso
de I+D+i que atiende a la problematica que representa el fitopatégeno B. cinerea en muchos
sistemas productivos, incluyendo la produccion de rosas bajo invernadero.

La promesa de valor de este bioplaguicida se basa en caracteristicas tinicas como su
principio activo, su eficacia y su compatibilidad, lo que permite que sea integrado dentro
de un esquema de rotaciéon para el 6ptimo manejo del patdogeno B. cinerea en sistemas de
produccion de rosas.
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Capitulo IV.

Avances en la validacion

| del uso de un prototipo

a base de Rhodotorula mucilaginosa
Lv316 (Nalev®)

Produccion de biomasa de la levadura Rhodotorula mucilaginosa
Lv316 mediante fermentacion liquida
En general, para la obtencion de elevadas cantidades de biomasa de cualquier microor-

ganismo es necesario estudiar sus requerimientos nutricionales y las condiciones
medioambientales éptimas para su multiplicacién, ya que estos son los dos compo-
nentes principales que conforman un proceso de fermentacion (figura 7).

e TFuente de carbono

Nutricion: » Fuente de nitrégeno
. . medio de cultivo « Otros macroelementos
Mlcro;rg:tam'smos ¢ Microelementos
e Bacterias
e Levaduras + Caldo dt?
fermentacion
e Hongos

Figura 7. Componentes de un proceso de fermentacion liquida estandar.

Fuente: Elaboracion propia

Al finalizar un proceso de fermentacion estandar, se obtiene un caldo de fermen-
tacion complejo que contiene tanto la biomasa del microorganismo de interés como
metabolitos secundarios excretados por el microorganismo y residuos del medio de
cultivo en bajas proporciones.
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Ademas de los dos factores previamente mencionados, otro componente esencial del
proceso de fermentacion es el fermentador o biorreactor, que se define como un equipo
aséptico con una serie de sistemas que permiten el ajuste y control estricto delas principales
variables que afectan el crecimiento de los microorganismos, tales como oxigeno disuelto,
pH y temperatura. Existen multiples configuraciones de biorreactores, pero los mas usados
son los fermentadores de tanque agitado, los fermentadores airlift y las columnas de
burbujeo. Cada uno de estos posee relaciones geométricas y componentes internos tinicos
que los hacen adecuados para aplicaciones biotecnologicas especificas (figura 8).

\ ( \ / Muestreo \

<«— Efluente Entrada aire—; 1 r’ Salida aire
“ Tapon
de sellado
Deflector o
Impulsor Columna oo
de ascenso o—> Burbujas
de gas (Riser) o
o
Influente—» Difusor o
[
Distribuidor
deaire Ajre/Gas Gas
\ a \ b \ Distribuidor de aire [

Figura 8. Biorreactores mas utilizados en aplicaciones biotecnologicas. a. Biorreactor de tanque agitado
empleado en la produccién de biomasa microbiana o metabolitos (Karthikeyan et al., 2022);
b. Biorreactor airlift empleado para el cultivo de microorganismos filamentosos, microalgas y tratamiento
de aguas residuales (Borja-Aragon et al., 2017); c. Biorreactor tipo columna de burbujeo empleado para
cultivo de microorganismos aerobios (Ramirez Duque, 2017).

Escalamiento del proceso de fermentacion liquida

Para alcanzar niveles de produccion de biomasa a gran escala o industriales, es fundamental
realizar la transicion desde la produccién a pequefia escala en laboratorio hacia voliimenes
intermedios o escala piloto que permitan un analisis y validacion de estrategias de esca-
lamiento basadas en herramientas y conceptos de ingenieria que permiten identificar los
factores criticos que mas efecto tienen sobre la producciéon de biomasa del microorganismo.
Sobre estos factores se realiza un analisis detallado para predecir su comportamiento durante
lafermentacién, independientemente de la escala, asegurando asi la calidad del bioproducto,
incluida la viabilidad del microorganismo y su actividad biologica.
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Aplicacion practica: produccion de biomasa de la levadura

R. mucilaginosa Lv316 en AGROSAVIA

En el caso de la levadura R. mucilaginosa 1v316, en AGROSAVIA se llevaron a cabo estudios
para diseflar un medio de cultivo econémico y eficiente a escala de laboratorio con el que
se obtuvo 7,57 g/L de biomasa seca (Diaz & Mejia, 2013). Posteriormente, se generd una
estrategia de escalado hacia arriba basada en el coeficiente de transferencia de oxigeno
(k,a), una variable relacionada directamente con la aireacion, que es clave en los procesos
aerobios (Diaz Garcia et al., 2014). Al finalizar el proceso de validacién, se obtuvo un
proceso de fermentacion de R. mucilaginosa Lv316 escalado hasta planta piloto que consta
de tres etapas (figura 9).

@ Produccion de inoculos a escala de laboratorio en Erlenmeyer a partir de crioviales
conservados a -20 °C.

® Produccion de biomasa de R. mucilaginosa Lv316 en biorreactor de 13 litros a escala
de laboratorio, que se usa como semilla de la escala subsiguiente.

® Produccion masiva R. mucilaginosa Lv316 en biorreactor de 50 litros a escala piloto.

@® Escala Iaboratorio @ Escala laboratorio © Escala piloto
(V,=10L) (V,=401L)

Biomasa:
3,82 g/L .
— Biomasa:
Viabilidad: ) ; 7,57 g/L Biomasa:
,47 X 10° UFC/m.
: SATATUGIL | G bilidad: el
Tiempo fermentacion: 7,83 x 10° UFC/mL Viabilidad:
72h . . 8,08 x 10° UFC/mL
Tiempo fermentacion:
48h Tiempo fermentacion:
46h

Figura 9. Etapas del proceso de fermentacién liquida para la produccion de biomasa de la levadura
R. mucilaginosa Iv316 y valores de biomasa seca y viabilidad obtenidos en cada una.

Nota: V, = Volumen de trabajo.

Fotos: Andrés Diaz Garcia
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Adicionalmente, se debe tener en cuenta que a medida que se incrementa la escala de
produccion también seincrementan los costos asociados debido al mayor uso de recursosy
materias primas. Por esta razén también es necesario optimizar los parametros operativos
para utilizar eficientemente los recursos y obtener la mayor cantidad de biomasa con la
calidad requerida.

Separacion de biomasa de la levadura R. mucilaginosa Lv316

Losprocesos de fermentacion en biorreactores sueleniracompanados de etapas posteriores
como la separacion, cuyo objetivo es recuperar o cosechar, con la mayor eficiencia posible,
los microorganismos o metabolitos deseados, que se convertiran en el ingrediente activo
del bioproducto.

Dentro de las técnicas mas empleadas para la separacion de biomasa proveniente de
procesos de fermentacion encontramos la centrifugacion y la filtracion. La centrifugacion
se fundamenta en la precipitacion de las particulas suspendidas en un liquido hacia el
fondo al hacerlo girar rapidamente mediante la aplicacion de una fuerza centrifuga que
hace que el proceso sea rapido y eficiente, con la limitante de que se requieren equipos
especializados (Aroca & Zuiiiga, 2011).

La filtracion emplea la presion ejercida contra un liquido, ya sea usando un medio
filtrante que separara lo solido de lo liquido para formar una torta de filtraciéon o empleando
membranas con poros que retendran las particulas que sean mayores al tamafio del poro
y dejen pasar las que sean inferiores a ese tamario; de esta manera selectiva se pueden
recuperar los solidos deseados (Aroca & Zuniga, 2011).

Estas dos técnicas se evaluaron para la recuperaciéon o cosecha de biomasa de
R. mucilaginosa Iv316 (figura 10) y se obtuvo la mayor eficiencia con la centrifugacion,
con un valor de 83,2 %, frente a la filtraciéon, con un valor de 47,4 %. La formula empleada
fue: Eficiencia de recuperacion (%) = (Biomasa cosechada después de la separacion (g) /
Biomasa en el caldo de fermentacion (g)) x 100.
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Centrifuga (Avanti jxn-26) Filtro prensa (Andritz s00x)

|

Volumen de caldo Volumen de caldo

de fermentacion procesado: de fermentacion procesado:
30L 40L
Biomasa cosechada: Biomasa cosechada:
1.200 g 1.069 g
Concentracion biomasa: Concentracion biomasa:
4,60 x 10° UEC/g 1,40 x 10°® UEC/g

Figura 10. Comparacion de dos técnicas de separacion para recuperacion o cosecha de biomasa
de la levadura R. mucilaginosa Iv316 proveniente de un proceso de fermentacion liquida.

Fuente: Jinneth Lorena Castro Mayorga

Dado que la centrifugaciéon presentd una eficiencia significativamente superior fren-
te a la filtracion para la recuperacion de biomasa de R. mucilaginosa Lv316, se decidio6
emplear esta técnica como método estandar de separacion en el proceso de produccion
del bioplaguicida Nalev®,

Conclusiones

El escalamiento del proceso de fermentacion de la levadura R. mucilaginosa 1Lv316 fue
exitoso, yaque el proceso estandarizado mostro unincremento progresivo enlaproduccion
de biomasa seca, que paso de 3,82 g/L en la escala de laboratorio a 9,96 g/L en la escala
piloto. Paralelamente, la concentracion celular aumento6 de 3,47 x 10® UFC/mL a 8,08 x
10® UFC/mL, lo que evidencia la eficacia de la estrategia de escalado aplicada, la cual tiene
una base fenomenolégica fundamentada en el coeficiente de transferencia de oxigeno
(k,a). Adicionalmente, el tiempo de fermentacion se redujo de 72 horas en la escala de
laboratorio a 46 horas en la escala piloto, 1o que represent6 una mejora significativa en la
productividad del proceso.

La centrifugacion fue el método de separacion mas eficiente para la recuperacion
de biomasa de R. mucilaginosa Lv316, con una eficiencia de recuperacion del 83,2 % que
supera significativamente la filtracion, que alcanzo apenas un 47,4 %. Ademas, la biomasa
recuperada por centrifugacion present6 una concentracion celular notablemente superior
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(4,60 x 10° UFC/g) en comparacion con la obtenida por filtracion (1,40 x 10® UFC/g), lo que
representa una concentraciéon de células viables aproximadamente 33 veces mayor.

La implementacion de un proceso de fermentacion en tres etapas, con biorreactores
de tanque agitado, permite la produccion escalable y controlada de biomasa de R.
mucilaginosa Lv316 con la calidad adecuada para ser usada en las etapas posteriores de
formulacion del bioproducto.

Disefio de un sistema de entrega para la levadura

Rhodotorula mucilaginosa ILv316

Para formular el bioproducto Nalev®, se partié de la biomasa humeda de Rhodotorula
mucilaginosa 1Lv316 obtenida al final del proceso de fermentacion. A partir de ahi, se
siguieron una serie de pasos clave para garantizar que el microorganismo conserve su
viabilidad y estabilidad durante el proceso de manufactura, almacenamiento y aplicacion
para asegurar su eficacia en campo. En esta seccion, se presentan las metodologias que se
usaron para transformar esa biomasa en un producto estable y funcional, y se hace énfasis
en la seleccion de los excipientes de formulacion y el proceso de control de calidad.

;Qué se hizo?

Se disef6 un sistema de entrega para R. mucilaginosa Iv316 que consistio en un granulado
dispersable, con el objetivo de preservar sus caracteristicas durante el almacenamiento y
facilitar su aplicacion en campo. Para ello, en primer lugar, se seleccionaron los excipientes
mas adecuados con base en su funcion en la formulacién, disponibilidad y costo. Una
vez definidos los excipientes y estandarizado el proceso de formulacion, se evaluaron las
caracteristicas microbiologicas (viabilidad celular y contenido de contaminantes) y las
variables fisicoquimicas (pH, tamafio de particula y desintegracion) del prototipo y su
estabilidad en condiciones de almacenamiento a dos temperaturas (25°C+2°Cy6°C+2°C)
durante 12 meses para garantizar su calidad y eficacia (figura 11).

a I

* Composicion
e Operaciones unitarias

Estandarizacion del
proceso de formulacién

Seleccion

. Caracterizacion
de excipientes

Figura 11. Disefio de un
granulado dispersable a
base de R. mucilaginosa

Lv316.

Fuente: Elaboracion propia

» Protectores de secado Estabilidad en
» Desintegrantes almacenamiento

o
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;Coémo se hizo?
Paso 1. Seleccion de excipientes
Se realiz6 una prueba de compatibilidad entre la levadura y los excipientes que actian como
protectores de secado y desintegrantes. Los protectores de secado desempefian un papel fun-
damental en la preservacion de las células, ya que pueden formar una matriz de proteccion
alrededor de estas que ayuda a mantener su integridad y funcionalidad durante el proceso
de secado (Grasmeijer et al., 2013), o pueden actuar como solutos compatibles que reempla-
zan el agua y forman puentes de hidrégeno con las proteinas de membrana en condiciones
de hidrataciéon normal (Golovina et al., 2009). Por su parte, los desintegrantes facilitan la
descomposicion del granulado o tableta en particulas mas pequenas y, finalmente, en sus
componentes individuales. Este proceso permite la liberacion del ingrediente activo y mejora
su biodisponibilidad, lo cual favorece su eficacia en la aplicaciéon (Markl & Zeitler, 2017).
Protectores de secado. Se evaluaron ocho parejas de sustancias (T1 a T8). Estas
sustancias se mezclaron con la biomasa de la levadura y se secaron hasta una humedad
igual o inferior al 15 %, como se indica en la figura 12. Los resultados fueron expresados
como pérdida de viabilidad, para lo cual se utilizo la siguiente ecuacion:

pv (%)=(c-t)*100/c Ecuacion 1

Donde pv es pérdida de viabilidad, ¢ corresponde al logaritmo de la viabilidad del
tratamiento control y t es el logaritmo de la viabilidad del tratamiento evaluado.

Evaluacion

. de la viabilidad

Bolsa metalizada diant
Eomeea levedks Cu?rto de0 secado sellada al vacio (Urc/g) me 1aln e
htmeda + excipientes mad (30°C+2°C)hasta wmp por 60 dias mm)) recuentoen placa

15% de humedad o o en agar extracto

(28°C 2 °C)
de malta
y levadura (YM)

Figura 12. Metodologia para seleccionar un protector de secado para el granulado
a base de R. mucilaginosa Iv316.

Fuente: Elaboracion propia

Desintegrantes. Se seleccionaron cinco sustancias, De05, De08, De09, De10 y Del1,
y se evaluaron a tres concentraciones, 10, 15y 20% (figura 13), siguiendo el protocolo
GA-F-77 (AGROSAVIA, 2019). De acuerdo con el protocolo, se pesaron 5 g de granulado y se
colocaron en un vaso de precipitado de 250 mL con 100 mL de agua destilada. Cuando el
granulado se humecto, se coloco en agitacion a 500 rpm y se midié el tiempo hasta que el
granulo se suspendié completamente.
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Mezcla biomasa Figura 13. Metodologia
levadura humeda Lz anucl’adO S para seleccionar un agente
HIe Sty desintegrante para el
. prft;%cgz;lrelts;e:ado # (25°C£2°C) # del tiempo de granulado a base de
. hasta una humedad desintegracion -
desintegrante + diluyente ol 101 & R. mucilaginosa Lv316.

Fuente: Elaboracion propia

Los excipientes seleccionados como protector de secado y desintegrante fueron emplea-
dos para elaborar el prototipo de formulacion correspondiente al granulado dispersable al
mezclarlos con la levadura R. mucilaginosa Iv316. Con este granulado se continu6 el proceso
de desarrollo de 1a formulacion.

Paso 2. Caracterizacion fisicoquimica del granulado

Tamano de particula. Se determind por granulometria, siguiendo la metodologia de la Norma

Técnica Colombiana NTC 326, segiin la cual se emplea una bateria de tamices, donde el de

mayor tamano de malla es de 1 mm, seguido de 850 micras, 500 micras, 150 micras y el colector.
Tiempo de desintegracion. Se evaluo de la forma descrita anteriormente, en el paso 1.
PH: Se tom6 1 g de producto y se suspendi6 en 50 mL de agua. La lectura del pH se hizo

con un potenciometro Consort® previamente calibrado.

Paso 3. Estudio de estabilidad en almacenamiento

El granulado envasado en bolsas metalizadas, selladas al vacio, fue almacenado durante
12 meses a una temperatura de refrigeracion de 6°C + 2 °Cy de 25 °C + 2 °C. Cada trimestre
se tomaron muestras para evaluar la viabilidad y el contenido de bacterias, hongos y
levaduras contaminantes de la siguiente manera:

Viabilidad. Mediante la técnica de recuento en placa en agar YM, se tom6 una muestrainicial
de 1 gy se realizaron diluciones seriadas en una solucion estéril de NaCl al 0,85 %. Finalmente,
las cajas inoculadas con 0,1 mL se incubaron por 48 horas a una temperatura de 28 °C + 2 °C.

Contenido de contaminantes. También mediante la técnica de recuento en placa, se
evaluo el contenido de bacterias en agar nutritivo (AN); el de hongos, en agar papa dextrosa
(PDA); y el de levaduras contaminantes, en agar YM. Las cajas de AN se incubaron a28°C +
2°C por 24 horas, las cajas de PDA se incubaron a 25 °C + 2 °C por 7 dias y, finalmente, las
cajas de YM se incubaron por 48 ha28°C + 2°C.

;Qué se obtuvo?

Seleccion de excipientes

Protectores de secado. Después de 60 dias de almacenamiento, el tratamiento control
presentd una pérdida de viabilidad de 8,57 %, en tanto que los tratamientos T2, T5, T6,
T7y T8 presentaron valores de pérdida de viabilidad superiores al control, en el rango de
11,21 % a 48,36 %, lo cual evidencia un efecto negativo de esas sustancias sobre la levadura
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Lv316. Solo dos tratamientos, codificados como T3 y T4, presentaron valores de pérdida
de germinaciéon menores en comparacion con el control, lo que indica que no afectan
la viabilidad de la levadura. El tratamiento T4 que se mantuvo estable durante 60 dias,
sin perder viabilidad, fue seleccionado como protector de secado para el desarrollo del
granulado (figura 14).

a I

Control

T8

T7
T6
T5

Tratamientos

T4
T3

T2
Figura 14. Seleccién de

protectores de secado

0 10 20 30 40 50 60 | paraelgranulado abase
de R. mucilaginosa Lv316.

T1

\ Pérdida de viabilidad (%) / Fuente: Elaboracion propia

Desintegrantes. El granulado con el desintegrante De08 a una concentracion del 5%
(tabla 1) presento el menor tiempo de desintegracion y fue seleccionado para elaborar el
granulado final.

Tabla 1. Ensayo de seleccion de desintegrantes

Excipiente (desintegrante) = Concentraciéon (%) Desintegracion del granulado (minutos)

5 7,00

Deo5 10 6,00
15 6,06

5 1,00

Deo08 10 5,00
15 7,00

5 7,00

De09 10 4,12
15 5,14

5 3,00

De1o 10 7,00
15 7,00

5 7,00

De11 10 7,00
15 7,00

Fuente: Elaboracion propia
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Ademas del protector de secado y el desintegrante, otros excipientes, como el diluente
y el acondicionador de humedad, forman parte de la composicion del granulado y son
adicionados durante el proceso de mezcla, ya que ayudan a dar forma al granulado y lograr

el punto de granulacion adecuado (figura 15).

Figura 15. Proceso de mezclay
granulado a base de R. mucilaginosa
Lv316. a. Proceso de mezcla;

b. Granulado.

Fuente: Erika Paola Grijalba Bernal

Caracterizacidn fisicoquimica del granulado
Se evaluaron las propiedades fisicoquimicas de tres lotes (tabla 2). El pH present6 un
rango de 7,0 29,0y el tiempo de desintegracion fue inferior a 180 segundos.

Tabla 2. Caracterizacion fisicoquimica del granulado a base
de la levadura Rhodotorula mucilaginosa Iv316

Variables fisicoquimicas

pH Desintegracion (segundos)
Lote 1 8,96 38
Lote 2 8,69 50
Lote 3 7,56 32
Promedio 8,40 40

Fuente: Elaboracion propia

Finalmente, en la figura 16 se presentan los resultados correspondientes a la evaluaciéon
del tamafio de particula. El mayor namero de particulas se encuentra en el rango de 850
a 999 um, y los menores, en los rangos de tamano inferiores a 850 um. Estos resultados
permiten inferir que el porcentaje de finos en el granulado es bajo, caracteristica que es
deseable, ya que las particulas con un rango de tamafio de 1 a 5 um representan un riesgo
para la salud porque se pueden depositar en los alvéolos pulmonares y bronquiales por
sedimentacion (Crowder et al., 2002).
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Figura 16. Distribucion de frecuencias del tamario de particula del granulado a base de R. mucilaginosa Lv316.

Fuente: Elaboracion propia

Estudio de estabilidad en almacenamiento

Los resultados de la prueba de estabilidad del producto Nalev® (R. mucilaginosa) realizada
durante un periodo de 12 meses se presentan en la figura 17. A una temperatura de 6 °C,
la viabilidad de R. mucilaginosa Lv316 se mantuvo constante o superior a 1 x 10° UFC/g a
lo largo del periodo evaluado, sin presentar una reduccion significativa en la viabilidad
después de 12 meses de almacenamiento. A una temperatura de 25°C, la viabilidad
también permanecio en niveles iguales o superiores a 1 x 10° UFC/g durante 9 meses de
almacenamiento, pero después de 12 meses se observo una reduccion significativa que
evidencia el efecto negativo de la temperatura mas alta (figura 17).

En cuanto al contenido de contaminantes, para las dos temperaturas evaluadas, el
recuento inicial de bacterias fue cercano a 10.000 UFC/g; sin embargo, tras 12 meses de
almacenamiento, este valor disminuyé a menos de 100 UFC/g. Por su parte, el contenido de
hongos y levaduras se mantuvo por debajo de 100 UFC/g en todos los tiempos evaluados.

Factores como el tipo de empaque y la atmosfera en la que se encuentra el producto, en
este caso, bolsa tipo doypack de PET metalizado con empaque al vacio, y una baja humedad
(<10 %) pueden limitar la disponibilidad de agua y oxigeno, lo que restringe el crecimiento
de microorganismos contaminantes a lo largo del tiempo (Tortora et al., 2007).
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Figura 17. Estabilidad en almacenamiento del granulado a base de R. mucilaginosa Lv316.

Nota: Letras diferentes en cada grupo de columnas indican diferencias significativas segtin la prueba de Tukey al 95 %.

Fuente: Elaboracion propia

Conclusiones

El granulado elaborado con los excipientes seleccionados a partir de la prueba de
compatibilidad, donde el tratamiento T4 acttia como protector de secado y el codificado
como De08 como desintegrante, almacenado en bolsas tipo doypack de PET metalizadas
selladas al vacio durante 12 meses en refrigeracion y durante 9 meses a 25 °C, mantuvo
su viabilidad sobre 1 x 10° UFC/g y el limite de contaminantes dentro de los rangos
establecidos en el Departamento de Bioproductos de AGROSAVIA, segn lo requerido para
su registro y comercializacion.

Control del moho gris en rosa por Rhodotorula mucilaginosa Iv316

en cultivos comerciales

Ante la necesidad de integrar alternativas de manejo para el moho gris que reduzcan
la dependencia de fungicidas de sintesis quimica y mitiguen la aparicion de cepas de
B. cinerea resistentes a los fungicidas que atin presentan un adecuado control, se evaluo
el prototipo de bioplaguicida Nalev® (basado en Rhodotorula mucilaginosa Lv316) en
diferentes temporadas de produccion (afios 2022 y 2023), en un cultivo de rosas en la
Sabana de Bogota.

El bioproducto fue evaluado en las variedades de rosa Orange Crush y Freedom,
clasificadas como susceptible y medianamente susceptible respectivamente (Friedman
et al., 2010; Mosqueda-Lazcares et al., 2011) (figura 18). Estas se encontraban sembradas
en diferentes invernaderos en camas de 30 x 1,20 m, con una densidad de 7 plantas/m?
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y pasillos de 60 cm. Durante cuatro semanas, desde la aparicion del botén floral hasta la
cosecha, se realizaron aspersiones foliares semanales (10 L/cama) mediante un aguilon
con boquillas 80°-03. El experimento se distribuy6 en bloques completos al azar, con tres

repeticiones. Cada unidad experimental abarco tres camas continuas y se utilizo la cama
central para el muestreo.

Figura 18. Rosas de dos
variedades. a. Orange Crush;
b. Freedom.

Fuente: Camilo Rubén Beltran Acosta

Tras la cosecha, en la quinta semana, los tallos se colocaron en caAmaras hiimedas
(20°C + 2°Cy 90% de humedad relativa) durante siete dias (figura 19). Simultaneamente,
se conformaron ramos de 12 tallos para evaluar su vida en florero a una temperatura de
18°Cy se realizaron mediciones a los 7 y los 14 dias (figura 20). En ambos escenarios, las
variables de respuesta fueron la incidencia y la severidad del moho gris.

Tabla 3. Tratamientos evaluados para validar el control de Nalev® sobre
Botrytis cinerea en cultivos de rosa en dos temporadas diferentes: la
constante fue la concentraciéon de uso recomendada de 1 x 107 células. mL™*

Tratamientos Ciclo 2022 Ciclo 2023
1 x 107 células. mL-1 5 x 106 células. mL?
Nalev®
2 x 107 células. mL-1 1 x 107 células. mL™*
Manejo delafinca  Rotacion de fungicidas* Rotacion de fungicidas*

* Manejo de la finca: Rotaciones de los fungicidas boscalid, difenoconazol, procloraz, procy-
midone, tiabendazol, fluopyram-pyrimethanil y fludioxonil-ciprodinil.

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 19. Tallos de rosas
almacenados en camaras
himedas. a. Orange Crush;
b. Freedom.

Fuente: Yimmy Alexander Zapata
Narvaez

Figura 20. Ramos de rosas
Orange Crush y Freedom
dispuestos en floreros.

Fuente: Camilo Rubén Beltran Acosta

Para determinar la severidad, se utilizo 1a escala descrita en la figura 21 y con esta se
calculd el indice de severidad (IS) de acuerdo con la ecuacion 2.

2(njxsi)

S=_ /777 E ion 2
N cuacio

Donde nj = namero de rosas en cada grado de severidad; si = valor de severidad del
grado; y N = nimero total de rosas evaluadas.
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Grado 1. Una a tres lesiones en un pétalo
sin exceder el 25 % del area

Grado 0. Flor sin sintomas

Grado 3. Lesiones en uno o mas pétalos
Grado 2. Lesiones en un pétalo entre el 51 al 75% de su area
entre el 26 al 50 % del area

-
e

Grado 4. Varios pétalos afectados entre el 76 al 100 % del area

.
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Figura 21. Escala de
severidad (grado 0 a 4)
del moho gris en rosa.
Fuente: Yimmy Alexander

Zapata Narvaez y Camilo
Rubén Beltran Acosta
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Alanalizarlosresultados obtenidos en latemporada 2022 enla prueba de cAmara htimeda,
en las dos variedades, no se presentaron diferencias significativas entre la aplicacion del
bioplaguicida y el esquema de manejo de la finca tanto para la incidencia como en el indice
de severidad. El manejo de la finca en Orange Crush mostré la mayor incidencia (50%) y el
mayor IS (0,6), si bien en Freedom los resultados fueron similares (figura 22).
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7 7 . . . .
Esquema finca 1x10 2x10 significativas segin la prueba de
. Fisher LSD (p < 0,05).
\ Tratamiento / U 5)
Fuente: Elaboracion propia

En la evaluacion de vida en florero para la variedad Orange Crush, el manejo de la
finca registr6 una incidencia de moho gris del 36% al séptimo dia. Este valor supero
significativamente a los tratamientos con bioplaguicida, los cuales mantuvieron una
incidencia de <25 %. En dicho periodo, el indice de severidad para todos los tratamientos
fue <0,7 (figura 23). Hacia el dia 14, la incidencia se increment6 de forma generalizada y
alcanzo6 un maximo del 41 % en el esquema de la finca. En cuanto a la severidad, Nalev®
destacé con un indice de 1,0 frente al 1,6 observado en el manejo convencional (figura 23).

Enlavariedad Freedom, al séptimo dia, la incidencia mas alta de moho gris se registré
en el manejo de la finca (18%), con diferencias significativas frente a los tratamientos
con el bioplaguicida (<8,6%). En este punto, el indice de severidad (IS) para todos los

58



Capitulo IV. Avances en la validacién del uso de un prototipo a base de Rhodotorula mucilaginosa Lv316 (Nalev®)

tratamientos fue <0,3. No obstante, a los 14 dias la incidencia en el manejo de la finca
ascendio al 74 %, lo cual muestra una diferencia significativa respecto a las aplicaciones
del bioplaguicida (>92 %). Este incremento elevo el IS a 1,3 en el manejo de la finca y aun
rango de 2,4 a 2,8 en las aplicaciones de Nalev® (figura 23).

a 100 N\
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80
g b
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5
=}
< 40 — 1
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4 pe c
0 |
7 dias 14 dias 7 dias 14 dias
Orange Crush Freedom
4 Esquemafinca m1x107 m2x107 Figura 23. Incidencia e indice
3.5 de severidad del moho gris
< 3 en las dos variedades de
< a5 rosas bajo las aplicaciones
g ) de Nalev® en las dos
[ .
s concentraciones evaluadas
T LS o después de siete y catorce
) L, .
g 1 ¢ dias en florero para el ciclo
S o5 | ﬂjﬂ: " evaluado en 2022.
o = Nota: Las letras indican
7 dias 14 dias 7 dias 14 dias diferencias significativas
segun la prueba de Fisher LSD
Orange Crush Freedom
(p < 0,05).
\ / Fuente: Elaboracion propia

Para la temporada 2023, en camara himeda, la incidencia en Orange Crush fue
similar entre los tratamientos (33 a 37 %) y no se presentaron diferencias significativas
entre estos, pero para el IS se presentaron diferencias entre la aplicacion de Nalev® a 1 x
107 células. mL™ (IS 1,2) con relacion al esquema de la finca y Nalev® a 5 x 10°células. mL*
(IS de 0,7 y 0,8) (figura 24). De otra parte, las concentraciones de Nalev® evaluadas para
Freedom (incidencia <52 %) presentaron diferencias significativas respecto al esquema
de manejo de la finca (77 %), el cual presento también el mayor IS (1,7) (figura 24).
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Para la vida en florero, luego de siete dias la incidencia del moho gris en la variedad
Orange Crush fue del 5% para el manejo finca y del 22 % para Nalev® a 5 x 10° células.
mL?, por lo cual se presentan diferencias entre los tratamientos. En cuanto a la severidad,
se obtuvo un IS <0,3 para el manejo de la finca y Nalev® a 1 x 107 células. mL* y de 0,7
con Nalev® a 5 x 10 células. mL" (figura 25). A los 14 dias la incidencia fue del 12 % en el
manejo de la finca y con Nalev® aplicado a 1 x 107 células. mL? con un IS <0,4, mientras
que este aplicado a 5 x 10° células. mL* present6 una incidencia del 32% y un IS de 1
(figura 25).

En Freedom, luego de siete dias, la incidencia fue <8 % con el esquema de manejo de
la finca y el bioplaguicida aplicado a 5 x 10° células. mL* y de 14 % cuando se aplicé a 1 x
107 células. mL*; teniendo esto en cuenta, el IS en todos los tratamientos fue <0,3. Alos 14
dias, la incidencia aument6 a un maximo de 67 %y el indice de severidad fue <1,2, donde
se destaca en ambos casos la aplicacion de Nalev® a 5 x 10° células. mL™* (figura 25).
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Figura 25. Incidencia e indice
de severidad del moho gris en
rosas de las variedades Orange
Crush y Freedom bajo las
aplicaciones de Nalev® en las
dos concentraciones evaluadas
después de siete y catorce

dias en florero para el ciclo
evaluado de 2023.

Nota: Las letras indican diferencias
significativas segiin la prueba de
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Fuente: Elaboracion propia

En términos de incidencia y severidad del moho gris en las dos variedades de rosa
evaluadas, el control obtenido con las distintas concentraciones evaluadas de Nalev®
fue comparable al obtenido con la estrategia de manejo convencional de la finca, basada
principalmente en la aplicaciéon y rotacion de fungicidas. Tanto el tratamiento con Nalev®
como el manejo quimico mostraron un comportamiento similar entre las diferentes
temporadas de evaluacion a pesar de las variaciones de temperatura y humedad que se
registran en los invernaderos, las cuales pudieron haber influido en el aumento de la
incidencia en una de las variedades debido a su mayor susceptibilidad.

Cabe destacar que estudios previos ya han demostrado la eficacia de Nalev® en el
control del moho gris. Por ejemplo, en el cultivo de uchuva se demostro que las aplicaciones
del bioplaguicida en campo, con una frecuencia de quince dias, contribuyeron a reducir
las infecciones quiescentes de B. cinerea, que se manifiestan durante la poscosecha de la
fruta. En estas condiciones, se obtuvo una eficacia del 39 % en el control de la enfermedad
cuando la fruta se almaceno a 20°C con una humedad relativa 290 % durante siete dias
(Zapata-Narvaez et al., 2023).
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Consecuentemente, los resultados obtenidos respaldan la recomendacion de incluir el
bioplaguicida Nalev® como una alternativa dentro de esquemas de manejo del cultivo de rosas
y frutales como uchuva o mora (Zapata & Cotes, 2013). Ademas, la cepa R. mucilaginosa 1v316
ha demostrado ser compatible con diferentes agroquimicos (Uribe-Gutiérrez et al., 2022), lo
que permite su uso sin restricciones junto con otras estrategias de control de enfermedades
o0 insectos plaga.

Conclusiones

Las aplicaciones de Nalev®, basado en Rhodotorula mucilaginosa 1v316, demostraron ser
comparables al manejo convencional realizado con fungicidas en el control de Botrytis
cinerea en cultivos de rosas, ya que muestran resultados similares en términos de
incidencia y severidad en las variedades Orange Crush y Freedom.

En las épocas de evaluacion (anos 2022 y 2023), el bioplaguicida mantuvo un com-
portamiento consistente frente al manejo del moho gris a pesar de las variaciones de
temperatura y humedad que se presentan en los invernaderos, lo que respalda su eficacia
en condiciones variables.

Nalev® representa una alternativa viable para reducir el uso de fungicidas quimicos
en esquemas de manejo, lo cual contribuye a minimizar la aparicion de cepas resistentes
de B. cinerea y promueve un manejo mas sostenible en cultivos ornamentales.

En las evaluaciones de vida en florero, Nalev® mostr6 una incidencia y severidad del
moho gris similar al manejo convencional.

Compatibilidad de Rhodotorula mucilaginosa I¥316 con plaguicidas

En el cultivo de rosas, al igual que en otros sistemas agricolas, el uso de plaguicidas de
sintesis quimica es una practica recurrente. Esto se debe a que su eficacia en el control
de plagas y enfermedades predomina sobre otros métodos como el control biolégico,
especialmente en situaciones donde se requiere una respuesta inmediata o de mayor
espectro. Sin embargo, la interaccion entre estos productos y los microorganismos
benéficos puede influir en la viabilidad, 1a capacidad de colonizacién y la eficacia de los
agentes de biocontrol en el entorno donde son aplicados (Uribe-Gutiérrez et al., 2022).
Por ello, resulta fundamental evaluar el efecto de los plaguicidas sobre el crecimiento
de estos microorganismos para determinar su compatibilidad dentro de estrategias de
manejo integrado.

En la produccién de rosas, ademas del moho gris (Mufioz et al., 2019), pueden
presentarse otras enfermedades que limitan su productividad, tales como el mildeo
polvoso (Podosphaera pannosa) (Torres etal., 2013), el mildeo velloso (Peronospora sparsa)
(Ayala-Vasquez et al., 2008) o la roya del rosal (Phragmidium mucronatum) (Buritica et
al., 2014), asi como insectos plaga, como trips (Frankliniella occidentalis) (Avellaneda et
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al., 2021), afidos (Macrosiphum rosae) (Simbaqueba & Serna, 2021) o acaros (Tetranychus
urticae y Tetranychus cinnabarinus) (Bonilla & Cardona, 2026). Dado que para su control
se requiere del uso de plaguicidas, es importante evaluar su efecto en el crecimiento de
R. mucilaginosa Lv316, principio activo de Nalev®, y determinar su compatibilidad, con el
fin de integrarla de manera efectiva en estrategias de manejo integrado del cultivo.

Paraello, se seleccionaron 32 fungicidas, 15insecticidas, 6 bactericidas y 7 coadyuvantes
utilizados para el control de plagas y enfermedades en cultivos de rosa y en diferentes
sistemas productivos (tabla 4). El efecto de estos agroquimicos sobre el crecimiento de
R. mucilaginosa 1v316 se evalu6 en caldo Sabouraud suplementado con cada compuesto
en la dosis mas alta recomendada. Los ensayos se llevaron a cabo en microplacas de 24
pozos (Corning™, USA) partiendo de una concentracion inicial de 1 x 10° células. mL™.
Como control, la levadura se cultivo sin adicion de agroquimicos. Las microplacas fueron
incubadas a 28 °C durante 24 horas en agitacion continua utilizando un agitador orbital
(figura 26).

Tras el periodo de incubacion, se determiné la concentracion celular de la levadura
mediante recuento en camara de Neubauer (nimero de células de levadura por mL).

Los ensayos se establecieron bajo un disefio experimental completamente al azar. La
unidad experimental (UE) correspondi6 a un pozo de la microplaca (Corning™, USA) y se
efectuaron cuatro repeticiones para la evaluacion del efecto de los agroquimicos sobre el
crecimiento de lalevadura. Los datos se sometieron a un analisis de varianza y las medias
se compararon mediante una prueba de Tukey con una confianza del 95% usando el
software estadistico Statistix 10.0.
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Tabla 4. Lista de insumos agricolas utilizados en la prueba de compatibilidad con la levadura Rhodotorula mucilaginosa Iv316

Categoria funcional Principio activo Dosis Principio activo Principio activo Dosis
Pyrimethanil-iprodione 1 mL/L Fluopyram- pyrimethanil 1 mL/L Spiroxamina 0,6g/L
Fluazinam 1 mL/L Spiroxamina-kresoxim methil 0,3 mL/L Propiconazole 1,25 mL/L
Azoxistrobina-difenoconazole 1,25 mL/L Tiabendazol 0,9 mL/L Ciazofamida 0,2 mL/L
Azoxystrobin-tebuconazole 1,2 mL/L Cimoxanilo-folpet-fosetil 3g/L Mandipropamid 1 mL/L
Thiram-pyrimethanil 2 mL/L Fluopicolide-propamocarb 2 mL/L Metalaxil-M-mancozeb 3g/L
. Propamocarb-fenamidona 2 mL/L Kasugamicina 1,5 mL/L Iminoctadine tris (albesilate) 0,75 mL/L
Fung1c1da Dimetomorf 0,8 g/L Fluopyram-pyrimethanil 1 mL/L Triadimenol-tebuconazole 1 mL/L
Azoxystrobin-mancozeb 10 g/L Spiroxamina-kresoxim methil 0,3 mL/L Fludioxonil-ciprodinil 06g/L
Thiophanate-methyl 1,5 mL/L Hexaconazole 1 mL/L Dodine 1,6 mL/L
Flutriafol 0,8 mL/L Procloraz 1,2mL /L Himexazol 2mL /L
Fluopicolide-propamocarb 2 mL/L Tebuconazole-trifloxystrobin 1 mL/L Fenhexamid-tebuconazole 2 mL/L
Kasugamicina 1,5 mL/L Fosetil-propamocarb 2,5 mL/L Pyraclostrobin-fluxapyroxad 7,5 mL/L
Fipronil 3mL/L  Tiametoxam-lambdacihalotrina 1,25 mL/L Malathion 1mL/L
Chlorfenapyr 0,6 mL/L Piriproxifen 0,6 mL/L Spiromesifen 0,5 mL/L
Insecticida Sulfoxaflor 1 mL/L Methomyl 0,75 g/L Permetrina 0,6 mL/L
B-Cyuthrin-imidacloprid 1 mL/L Metoxifenocide 1mL/L Spinosad 0,5 mL/L
Chlorantraniliprole 1,5 mL/L Acefato 0,25 g/L Dinotefuran 0,5 mL/L
Bactericidas- Complejo de yodo 3 mL/L Sulfato 1,2 g/L Oxitetraciclina 1g/L
desinfectantes N-alquil bencil 2,5 mL/L Acido oxolinico 1,25 g/L Cloruro 20 mL/L
Agrotin 1 mL/L Hipotensor 1 mL/L Mexclater 2 mL/L
Coadyuvantes Bioplant 1 mL/L Carrier 1,5 mL/L Fluyex 5 mL/L
Redux 1 mL/L

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 26. Esquema de evaluacion del efecto de los agroquimicos sobre el crecimiento de R. mucilaginosa
Lv316. a. Cultivo en agar extracto de malta de R. mucilaginosa Lv316; b. Preparaciéon de agroquimicos en
las concentraciones establecidas; c. Distribucion de los agroquimicos y la levadura en las microplacas;
d. Incubacion en agitacion constante de las microplacas; e. Placa después de 24 horas;

f. Recuento celular en camara de Neubauer.

Fuente: Blanca Lucia Botina Azain

De acuerdo con la categoria funcional de los insumos agricolas, los fungicidas evaluados
mostraron diferencias significativas en su crecimiento (p < 0,001) evidenciadas mediante
una pruebade comparacion de medias. Los principios activos mandipropamid, dimetomorf,
tiabendazol, procloraz, ciazofamida, fluazinam, fosetil-propamocarb, cimoxanilo-folpet y
fluopicolide-propamocarb no afectaron el crecimiento de lalevadura (valores entre 1,2 x 108
y 4,1 x 108células/ mL) y alcanzaron concentraciones celulares similares a las obtenidas en
el control (3,6 x 108 células/ mL), lo cual contrasta con hexaconazole, propiconazole, dodine,
spiraxomina, tebuconazole-trifloxystrobin y metalaxil-M-mancozeb, que inhibieron signi-
ficativamente el crecimiento celular y redujeron la poblacién a valores entre 4,7 x 10°
v 4,5 x 10° células/mL, lo que evidencia un impacto negativo sobre la viabilidad celular
(figuras 27y 28).
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Figura 27. Efecto de fungicidas sobre el crecimiento de R. mucilaginosa Lv316.

Nota: Medias con la misma letra no difieren significativamente entre si, segtin la prueba de Tukey (p < 0,05).

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 28. Fungicidas que podrian emplearse simultaneamente con Nalev® en estrategias de manejo
integrado del cultivo.

Fuente: Elaboracion propia
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En cuanto a los insecticidas, dinotefuran y malathion mostraron un efecto inhibitorio
sobre el desarrollo de R. mucilaginosa Lv316, con concentraciones poblacionales de
2,8 x 107 y 6,8 x 107 células/mL respectivamente. En contraste, los demds insecticidas
evaluados no presentaron un antagonismo directo y mantuvieron densidades celulares
cercanas a 3,6 x 108 células/mL, un valor similar al tratamiento control (figuras 29 y 30).
Si bien estos datos son prometedores, la estabilidad de la levadura en presencia de estos
insecticidas debe ser validada en condiciones de estrés ambiental para determinar su
viabilidad técnica en el cultivo.

4 N
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Figura 29. Efecto de insecticidas sobre el crecimiento de R. mucilaginosa Iv316.

Nota: Medias con la misma letra no difieren significativamente entre si, segtin la prueba de Tukey (p < 0,05).

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 30. Insecticidas que podrian emplearse simultaneamente con Nalev® en estrategias de manejo

integrado del cultivo.

Fuente: Elaboracion propia

Para los coadyuvantes, se observo que en presencia de Mexclater y Carrier la concentracion
celular obtenida después de la incubacion fue mayor a la obtenida en el control (3,6 x
108 células/mL), mientras que el resto present6 un comportamiento similar al control

(figuras 31y 32).

-~

Coadyuvantes.
Fluyex
Mexclater
Carrier
Hipotensor
Redux
Bioplant
Agrotin
Control

5,00E+04

1,50E+06

Concentracion

4,50E+07

~

1,35E+09

/

Figura 31. Efecto de coadyuvantes sobre el crecimiento de R. mucilaginosa 1v316.

Nota: Medias con la misma letra no difieren significativamente entre si, segin la prueba de Tukey (p < 0,05).

Fuente: Elaboracion propia
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: Ele(:j?lljm Coadyuvantes
Moléculas coadyuvantes "\ SuEETIS—- ‘" ' : 0
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. . ° ,.0.920uh ..,
R. mucilaginosa Iv316 Mexclater TN ‘*
* Fluyex
* Agrotin Sin surfactante Con surfactante

J

Figura 32. Coadyuvantes que podrian emplearse con Nalev®.

Fuente: Elaboracion propia

En cuanto a los bactericidas y desinfectantes, tinicamente el acido oxolinico y el
complejo de yodo permitieron un desarrollo celular similar al control, con concentraciones
entre 2,9 x 10® y 4,4 x 10® células/mL respectivamente. Por el contrario, el resto de
los ingredientes activos evaluados exhibieron un efecto inhibitorio y se registraron
poblaciones reducidas en un rango entre 5,4 x 10°y 5,6 x 10° células/mL (figuras 33 y 34).

K Bactericidas y desinfectantes \

Cloruro d ‘

Oxitetraciclina d ‘

Acido oxolinico a

Sulfato d]

N-Alquil Bencil d

Complejo de yodo c ‘

Control b ‘

1,E+04 2,E+05 2,E+06 3,E+07 5,E+08

\ Concentracion J

Figura 33. Efecto de bactericidas y desinfectantes sobre el crecimiento de Rhodotorula mucilaginosa Lv316.

Nota: Medias con la misma letra no difieren significativamente entre si, segtn la prueba de Tukey (p < 0,05).

Fuente: Elaboracion propia
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Los resultados de la compatibilidad in vitro de la cepa R. mucilaginosa 1v316 con
diversos coadyuvantes, insecticidas, fungicidas y bactericidas establecen una base
técnica sobre su tolerancia frente a ciertos ingredientes activos. No obstante, 1a respuesta
de la levadura ante productos inhibitorios y su comportamiento bajo presion ambiental
requieren estudios adicionales que validen el potencial del bioplaguicida Nalev® dentro
de programas de manejo fitosanitario.

4 N
» Complejo de yodo
« Acido oxolinico
P o L
Moléculas bactericidas CJ
desinfectantes | ) —
: RESINFECTANES Figura 34. Bactericidas y
Compatlbles con V desinfectantes que podrian
R. muci lagi nosa Lv316 ﬁ emplearse simultaneamente con
) Nalev® en estrategias de manejo
integrado del cultivo.
\ / Fuente: Elaboracion propia
Conclusiones

Rhodotorula mucilaginosa 1v316 exhibe una alta compatibilidad in vitro con la mayoria de
losfungicidasevaluados,yaque mantiene concentraciones superioresa1x107células/mL.
Este comportamiento se evidencio en presencia de fluopicolide-propamocarb, fosetil-
propamocarh, kasugamicina, cimoxanil-folpet-fosetil, mandipropamid, himexazol, fluazinam,
tiabendazol, procloraz, ciazofamida, dimetomorf, fludioxonil-ciprodinil, tiophanate-metil,
flutriafol, iminoctadine tris (albesilate) y propamocarb-fenamidona, lo que confirma la
tolerancia del microorganismo a estos ingredientes activos bajo condiciones controladas.
En contraste, los principios activos metalaxil-M-mancozeb, pirimetanil-iprodiona,
fluopiram-pirimetanil, hexaconazol, tebuconazol-trifloxistrobin, propiconazol, dodina,
espiroxamina,azoxistrobina-difenoconazol, piraclostrobina-fluxapiroxad, espiroxamina-
kresoxim-metil y azoxistrobina-tebuconazol generaron inhibicion moderada (rango de
concentracion entre el 4,9 x 10°y 5,2 x 10° células/mL). Este comportamiento evidencia
una incompatibilidad parcial de la levadura frente a dichos componentes activos bajo las
condiciones evaluadas. Por otra parte, en presencia de fenhexamid-tebuconazol, tiram-
pirimetanil y azoxistrobina-mancozeb se inhibi6 completamente el crecimiento celular.
Todos los insecticidas evaluados mostraron compatibilidad in vitro, con concen-
traciones celulares superiores a 2,8 x 107 células/mL, mientras que en presencia de los
coadyuvantes Agrotin y Bioplant la poblacion supero6 las 1 x 10° células/mL; estos niveles
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de concentraciones celulares sugieren la tolerancia del microrganismo a los ingredientes
activos, lo cual facilita su integracion en formulaciones para optimizar adherencia y pene-
tracion. Respecto a bactericidas y desinfectantes, los basados en N-alquil bencil, sulfato,
oxitetraciclina y cloruro redujeron la densidad celular a rangos entre 5,4 x 10°y 5,6 x
106 células/mL. Por el contrario, 1a levadura con el acido oxolinico y el complejo de yodo
mantuvo valores de 2,9 x 108 células/mL, lo cual demuestra su compatibilidad con estos
desinfectantes. Estos hallazgos constituyen el antecedente técnico inicial para considerar
a la cepa Lv316 como un candidato viable en esquemas de protecciéon de cultivos que
integren el uso de agroquimicos compatibles.
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Capitulo V.

Innovacion en el control del moho
gris en rosas: membrana difusora de
aceite esencial para la conservacion
de rosas en poscosecha

Tras ser cortadas, las rosas contintian enfrentando el riesgo de desarrollar moho gris
(Botrytis cinerea), que puede originarse desde el campo y manifestarse durante la
poscosecha. Este hongo puede permanecer latente en las flores por largos periodos
y se activa cuando encuentra condiciones ideales de humedad y temperatura. Para
abordar este desafio, el programa Bioflorhass ha desarrollado una soluciéon innova-
dora: membranas difusoras de aceites esenciales (AE). Estas membranas obtenidas
mediante el método de electrohilado pueden liberar compuestos naturales con propie-
dades antifingicas que protegen las flores durante el almacenamiento y el transporte
(Gundewadi et al., 2021; Manfredini et al., 2017). Este enfoque no solo prolongala vida
atil de las rosas, sino que busca reducir el uso de quimicos sintéticos y ofrecer una
alternativa méas sostenible para la floricultura.

;Qué hicimos?

Para evaluarla eficacia delamembrana difusora de aceites esenciales, se llevaron a cabo
ensayos con tres variedades comerciales de rosas: Moody Blues (MB), Orange Crush
(0C)y Freedom (T) (figura 35). El objetivo principal fue determinar sila implementacion
de la membrana durante el embalaje de los ramos contribuye a reducir la incidencia
de moho gris. Para ello, se compararon rosas embaladas y tratadas con la membrana
frente a un grupo de control sin tratamiento. Las flores fueron almacenadas en frio
(4 °C) durante 5 dias, transportadas al laboratorio y evaluadas en florero durante 7 a
11 dias seguin la variedad, replicando condiciones reales de la cadena de exportacion.
Adicionalmente, se evaluaron dos temperaturas de almacenamiento (6 y 25 °C) para
analizar la estabilidad de la membrana a lo largo del tiempo (0, 6 y 12 meses). De
manera simultanea, se examino6 el efecto fitotoxico de la membrana y se consideraron
posibles impactos en la calidad de la flor mediante el analisis de parametros clave en la
industria como la turgencia, el despetale, el deshoje, 1a colorimetria y 1a apertura floral.
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Moody Blues Freedom Orange Crush
MB F ocC

Figura 35. Ramos de rosas de las variedades Moody Blues (MB), Freedom (F) y Orange Crush (OC)
utilizadas en los ensayos.

Fuente: Jinneth Lorena Castro Mayorga

;Como lo hicimos?

Paso 1. Elaboracion de la membrana

Utilizamos la técnica de electrohilado (electrospinning) para fabricar las membranas
empleando un polimero biodegradable disuelto en una mezcla de solventes organicos
y aceite esencial de citronela, seleccionado por su alta eficacia en un estudio previo
(figura 36) (Cabrera et al., 2026). El resultado de este proceso es una membrana de fibras
micrométricas en las que el aceite esencial queda inmovilizado sobre un soporte sélido, lo
cual permite su liberacion progresiva para prevenir y controlar el crecimiento de hongos
durante la poscosecha de las rosas (Cabrera et al., 2026).

Paso 2. Montaje experimental para la evaluacién de la eficiencia de la membrana
En la etapa de poscosecha, se ubicaron las membranas al interior de los ramos o en la
tapa interna de las cajas de embalaje segiin el disefio experimental (figura 37). Las flores
fueron hidratadas y almacenadas posteriormente en cuarto frio (4 °C) durante 5 dias antes
de ser transportadas al laboratorio para su evaluacion. La incidencia y severidad del moho
se monitorearon utilizando la escala de severidad descrita en el capitulo “Avances en la
validacion del uso de un prototipo a base de Rhodotorula mucilaginosa Lv316 (Nalev®)”.

Para los ensayos a nivel de ramo, estos se conservaron a temperatura ambiente (~20 °C)
dentro de su embalaje durante 2 dias. Posteriormente, fueron desembalados y colocados en
floreros para el ensayo de vida en florero. La evaluacion se llevo a cabo tras 7 dias en florero.

En los ensayos a nivel de caja, tras el periodo de almacenamiento en frio, las flores
fueron desembaladas y colocadas en floreros para su evaluacion. La vida en florero se
monitored a los 11 dias para la variedad F y a los 9 dias para la variedad OC.
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Aceite
esencial
(AE)
Polimero Colector . . L.
e N Fibras micrométricas
k Electrospinning de la membrana j

Figura 36. Proceso de fabricacion de membrana con aceite esencial mediante electrospinning,
combinando el polimero y el aceite para obtener fibras micrométricas.

Figura 37. Ubicacién de la membrana. a. Dentro del armado de los ramos (ensayos a nivel de ramo);
b. Dentro de la caja de embalaje que contiene los ramos (ensayos a nivel de embalaje).

Fuente: Laura Valentina Merchan Carrizosa
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Para analizar el impacto del tratamiento con membranas difusoras de aceites esenciales
en la calidad de las rosas, se evaluaron los siguientes parametros (tabla 5).

Colorimetria. Se calcul6 el delta E (ecuacion 3) paraidentificar cambios enla coloraciéon
de los pétalos durante la vida en florero y detectar posibles sintomas de intoxicacion. La
medicion se realizdé con un colorimetro (Konica Minolta) en tres puntos aleatorios del
boton floral y se seleccionaron pétalos internos. Se registraron y promediaron los valores
del espacio de color L*a*D.

Delta E=N(L,-L,)*+ (a,-a,)* + (b,-b_)? Ecuacion 3

Turgencia: Se determin6 segtn la firmeza del tallo y el boton floral, siguiendo los
estandares industriales. Se asigné un valor de 1 alos tallos con sintomas de deshidratacion
y 0 a aquellos sin alteraciones.

Deshoje y despetale. Se registro la caida masiva de hojas y pétalos al manipular el tallo. Los
casos con pérdida significativa se marcaron con 1, mientras que aquellos sin desprendimiento
anormal se marcaron con 0. Luego se conto el nimero de tallos por ramo que presentaron
deshoje y despetale y, por tltimo, se calculd el porcentaje de tallos afectados.

Apertura floral. Se midi6 el diAmetro de apertura en dos puntos ecuatoriales del botén
floral. Los valores obtenidos se promediaron para determinar la apertura en centimetros
por tallo.
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Tabla 5. Evaluacion de parametros de calidad en rosas

Turgencia Deshoje

Despetale

Fuente: Laura Valentina Merchan Carrizosa
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Paso 3. Estudios de estabilidad del componente activo de la membrana
Estudio de pérdida de peso a temperatura ambiente. Se analiz6 la pérdida de peso de la
membrana a ~20 °C durante 35 dias utilizando una balanza analitica. Este ensayo permite
dilucidar la cinética de liberacion del AE en condiciones en las que la membrana se
encuentra fuera de su empaque o cuando, dentro de la cadena logistica, los ramos o cajas
de flores quedan expuestos a una temperatura ambiente de ~20 °C.

Almacenamiento en refrigeracion. Se evalu¢ el contenido de AE en la membrana al-
macenada en bolsas tipo doypack de PET metalizado selladas a vacio (figura 38). Para ello,
se realiz6 un andlisis termogravimétrico (TGA), con mediciones en los meses 0, 6y 12.

Figura 38. Almacenamiento en refrigeracion. a. Membrana hilada por electrohilado (21 x 21 cm); b. Empaque
en bolsa tipo doypack de PET metalizado (al vacio) utilizado para el almacenamiento.

Fuente: Jinneth Lorena Castro Mayorga y Laura Valentina Merchan Carrizosa

Paso 4. Analisis estadistico
Se analizo la severidad y la incidencia mediante analisis de varianza (ANOVA) y prueba
de Tukey (a = 0,05) o Kruskal-Wallis si no se cumplian los supuestos de normalidad y
homogeneidad. Los parametros de calidad se compararon con la prueba t de Student. Los
analisis se realizaron en R 3.3.3 usando RStudio.

El disefio experimental varié segin el nivel de evaluaciéon. En los ensayos a nivel de
ramo, launidad experimental estuvo constituida porunramo derosas, contresrepeticiones
por tratamiento. En el primer ensayo, cada unidad experimental comprendié un ramo con
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24 rosas, para un total de 144 rosas evaluadas. En el segundo y tercer ensayo, cada unidad
experimental comprendi6é un ramo conformado por 12 rosas, con un total de 72 rosas por
ensayo. En los ensayos a nivel de caja, la unidad experimental correspondi6é a una caja
conformada por seis ramos de 12 rosas cada uno, con tres repeticiones por tratamiento
y un total de 432 rosas por ensayo. En todos los casos se evaluaron dos tratamientos: con
membrana y control.

;Qué obtuvimos?

Evaluacion de la eficacia de la membrana

Los ensayos realizados a nivel de ramo demostraron que la incorporaciéon de seis
membranas de 7 x 10 cm, colocadas en cada uno de los separadores de un ramo compuesto
por 24 rosas, provocd quemaduras en los pétalos y un aumento en la incidencia y
severidad del moho gris. Este efecto fue mas marcado en las flores ubicadas en la parte
inferior del ramo (posicién B), en comparacion con aquellas situadas en la parte superior
(posicién A) (figura 39). En particular, se observaron diferencias significativas en la
incidencia entre el tratamiento con membrana en posiciéon superior y el tratamiento con
membrana en posicion inferior (p = 0,0429), asi como entre el tratamiento con membrana
en posicion inferior y el control en posicion inferior (p = 0,0408). En cuanto a la severidad,
los tratamientos aplicados en la posicién inferior fueron eficaces en el control de la
enfermedad, sin diferencias significativas entre ellos. En contraste, los tratamientos
ubicados en la posicion superior se clasificaron como ineficaz (I) y altamente ineficaz (HI)
para el control de B. cinerea en los tratamientos control y con membrana respectivamente.

Posicion A

Posicion B

Figura 39. Quemadura en las rosas expuestas a las seis
membranas (7 x 10 ¢cm) ubicadas en los separadores de
las camas del ramo.

Fuente: Laura Valentina Merchan Carrizosa
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En contraste, el uso de solo dos membranas (7 x 10 cm) ubicadas en los separadores
externos del ramo no causo6 dafios visibles en las flores, aunque tampoco se observo un
efecto significativo en la reduccion de la incidencia (reduccion del 8 al 5 %). Sin embargo, el
indice de severidad registrado para este tratamiento fue del 0,08 en rosas de la variedad F.
En la variedad OC, la membrana tuvo un efecto negativo, tanto en la incidencia (p = 0,005)
como en el grado de severidad, con un indice de 0,88 (figura 40).

Ensayos a nivel de ramo
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Figura 40. Porcentaje de incidencia e indice de severidad en ramos de rosas de las variedades MB (ay b), OCy
F (c y d) sin membrana (control) (C) y con membrana (M).

Tratamiento: 2 membranas (7 x 10 cm) ubicadas en los separadores de las camas del ramo.

Fuente: Elaboracion propia

Ensayos a nivel de caja

En los ensayos de caja con las variedades F y OC, los tratamientos con membrana
lograron reducir la severidad de la enfermedad, aunque sin diferencias estadisticamente
significativas. En particular, en la variedad F, la incidencia disminuy6 significativamente
del 15 al 3%, mientras que el indice de severidad se redujo de 0,208 a 0,044, aunque este
cambio no fue significativo en términos estadisticos (figura 41). En la variedad OC, se
evidenci6é una disminucién en ambos parametros; sin embargo, esta reducciéon no fue
estadisticamente significativa. Puntualmente, la incidencia paso6 del 21 al 8% y el indice
de severidad se redujo de 0,212 a 0,072.
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Parametros de calidad

Ensayos a nivel de ramo

Las flores de la variedad MB tratadas con la membrana mostraron menos signos de
deshidratacion en comparacion con el control, lo que indica la ausencia de efectos toxicos. No
se observaron diferencias significativas en deshoje y despetale entre los tratamientos (p = 0,72
y 0,74) (tabla 6). Sin embargo, los tallos mas cercanos a la membrana presentaron una mayor
apertura floral (p = 0,008), promovida posiblemente por el aumento de etileno (Asociacién
Colombiana de Exportadores de Flores [Asocolflores], 2010). En cuanto a la colorimetria, se
evidencié quemazon en los pétalos de los tallos mas proximos a la membrana.

Tabla 6. Resultados de los parametros de calidad en ramo

Ganancia de apertura promedio

Tratamiento Turgencia Deshoje Despetale (cm)
2 membranas (7 x 10 cm) 1° 2,0° 1° 2,532
Control 5° 1,5 4,5 2,19"

Fuente: Elaboracion propia
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Ensayos a nivel de caja

En la variedad OC, a nivel de caja, los tallos tratados con la membrana presentaron la
menor incidencia de despetale y deshoje, con diferencias significativas respecto al
control (p = 0,03 y p = 0,008 respectivamente) (tabla 7), lo que sugiere un posible efecto
positivo de la membrana en estos parametros, a diferencia de los resultados obtenidos en
la evaluacion en ramo. En cuanto a turgencia, apertura y colorimetria, no se observaron
diferencias significativas entre los tallos tratados y el control (p >0,05) en las variedades
OCyF, loqueindica que estos aspectos no se ven afectados por la membrana, en contraste
con los resultados obtenidos en ramo.

Tabla 7. Resultados de ensayos a nivel de caja de acuerdo con parametros de calidad

Freedom Orange Crush
Membrana Control Membrana Control
Turgencia 6,9° 5,1° 112 11,22
Despetale 0,1° 0? 0,1° 0,4°
Deshoje NA NA 1,7a 5.3"
Ganancia de apertura (cm) 3.7 3.9° 3 9,8
Colorimetria (delta E) 5,112 4,87 14,73 10,93

Fuente: Elaboracion propia

Estudios de estabilidad del componente activo de la membrana

Estudio de pérdida de peso a temperatura ambiente (~20 °C)

Elanalisis de pérdida de peso a~20 °C durante 35 dias evidencié unareduccion del 49 % que
puede ser atribuida principalmente a la volatilizacion del AE (figura 42). Estos resultados
sugieren que la exposicion prolongada de la membrana a esta temperatura acelera la
liberacion del componente activo, lo que podria afectar su estabilidad y desempefio.
Por un lado, la pérdida prematura del aceite esencial podria comprometer su actividad
biolégica y reducir su eficacia. Por otro lado, una liberacion descontrolada podria generar
efectos fitotoxicos sobre las flores, especialmente ante interrupciones en la cadena de frio
durante el transporte o el almacenamiento. Estos hallazgos subrayan la importancia de
realizar estudios adicionales para validar el efecto de la membrana en condiciones que
simulen escenarios reales de manejo y distribucion.

84



Capltulo V. Innovacion en el control del moho gris en rosas: membrana difusora de aceite esencial para la conservacion de rosas en poscosecha

~

% pérdida de peso AE

60

50

40

30

20

10

5 10 15 20 25 30 35

Tiempo (dias)

Figura 42. Pérdida de peso de la membrana almacenada a temperatura ambiente (aprox. 20 °C).

Fuente: Elaboracion propia

Almacenamiento en refrigeracion

El analisis termogravimétrico (TGA) de la membrana almacenada a 6 °C durante 0, 6y 12
meses mostroé una pérdida progresiva de AE que alcanzé hasta un 32,4% a los 12 meses
(tabla 8). Sin embargo, en los primeros seis meses la reduccion fue solo del 10,8 %, lo que
indica que el empaque evaluado contribuye eficazmente a preservar sus propiedades
en este periodo y evita una degradaciéon acelerada del AE. Por tanto, para mantener la
estabilidad y funcionalidad de 1a membrana, se recomienda su almacenamiento en bolsas
tipo doypack de PET metalizado, selladas al vacio y mantenidas a 6 °C, con una vida til
de hasta seis meses. No obstante, incluso dentro de este periodo, es necesario verificar

su actividad biologica tras el almacenamiento para asegurar que la reducciéon del AE no
afecte su eficacia en la aplicacién.

Tabla 8. Resultados del analisis termogravimétrico (TGA) de la

membrana difusora almacenada durante 12 meses a 6 °C

Mes % AE
0 100
6 89,2

12 67,6

Fuente: Elaboracion propia
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Conclusiones

Eficacia variable segiin aplicacion y variedad. La efectividad de la membrana depende
de la forma de aplicacién y la variedad de rosa. En ramos, su uso genero6 sintomas de
toxicidad visibles en los pétalos, particularmente en rosas de las variedades Moody Blues
y Orange Crush, y favorecio el desarrollo de moho gris, mientras que en cajas de carton
tipo “tabaco” mostré mayor viabilidad para la comercializaciéon y exportaciéon de rosas de
la variedad Freedom, donde se present6 una reduccion de la incidencia del 15 al 3% y de
la severidad de 0,208 a 0,044.

Impacto en la calidad de las flores. No se observaron sintomas de intoxicacion
visibles, tales como despetale, deshoje y turgencia. Sin embargo, en ramos de la
variedad Moody Blues, la membrana afect6 la colorimetria y causé cambios en
la coloracion en los pétalos, mientras que en cajas estos efectos fueron menores.
Ademas, promovio la apertura floral.

Liberacion del componente activo a temperatura ambiente. La exposicion de
la membrana a 20 °C acelera el proceso de liberacion del aceite esencial, lo que
podria comprometer su eficacia y, en caso de interrupciones de la cadena de frio, podria
aumentar el riesgo de efectos fitotoxicos. Estos resultados, junto con los del TGA,
sugieren que el almacenamiento con la membrana es mas adecuado en condiciones
de refrigeracion para preservar su eficacia y seguridad.

Importancia del almacenamiento. Para mantener la estabilidad y funcionalidad
de la membrana, se recomienda su almacenamiento en empaque en bolsas tipo
doypack de PET metalizado, selladas al vacio y conservadas a 6 °C, con una vida util
de hasta seis meses. Sin embargo, pese a que la pérdida de AE en este periodo es
solo del 10,8 %, es necesario verificar su actividad biologica tras el almacenamiento
para garantizar su efectividad.
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