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Resumen

El objetivo final de un producto de biocontrol es su comercializacién y uso por
parte de los agricultores. El desarrollo y la puesta en el mercado de un nuevo
producto es un proceso complejo que debe ser manejado de forma estructurada;
en este proceso, los desarrolladores de bioplaguicidas deben integrar toda
la cadena, desde la investigacién bésica y el desarrollo del producto hasta su
comercializacién. Es muy importante que los usuarios finales del futuro
producto de biocontrol se encuentren en el centro del proceso de innovacién, y
con ese fin deben incluirse desde la concepcién de la idea de un nuevo proyecto
de investigacién —en la que se hace el desarrollo conceptual del producto
potencial—, durante la prueba de concepto, hasta el desarrollo del bioplaguicida.
Conocer a los clientes objetivo, comprender sus pricticas actuales e identificar
las tecnologfas competitivas existentes y futuras proporciona al equipo de
desarrollo pautas sélidas para enfocar su programa de investigacién y desarrollo
en las caracteristicas del producto que tengan el potencial para entregar el mayor
valor agregado a los usuarios finales de la tecnologia. En el desarrollo de un
nuevo bioplaguicida, es necesario evaluar un gran nimero de microorganismos
candidatos para el control biolégico en los programas de cribado (screening),
pero la seleccién de agentes de control bioldgico para uso comercial debe
cumplir muchos requisitos diferentes. Ademds de ser agentes activos contra
un fitopatdgeno especifico o un insecto plaga, deben ser seguros, adecuados
para el registro y rentables. En etapas tempranas, ademds de la eficacia, se
deben considerar criterios importantes como el tamafio del mercado potencial,
las caracteristicas ecoldgicas del microorganismo, su capacidad preliminar
de produccién masiva en medios de bajo costo, los riesgos potenciales para
usuarios y el medioambiente, asi como las posibilidades de proteccién de los
derechos de propiedad intelectual. El sistema de screening por etapas propuesto
tiene como objetivo el uso comercial de los bioplaguicidas microbianos, el cual
depende de los resultados de la investigacién tanto fundamental como aplicada
en el control biolégico. Todas estas evaluaciones deben ser desarrolladas por un
equipo interdisciplinario y altamente motivado, que incluya tanto a cientificos
con diferentes especialidades como a expertos en economia y mercadeo con

experiencia industrial.
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Abstract

The final objective of the development of a biocontrol product is its
commercialization and use by growers. The complex process of developing
and bringing the final product to the market must be managed in a clearly
structured way. An interdisciplinary team should integrate the entire chain
from basic research and development to commercialization. It is quite
important that end-users of the future biocontrol product are involved
in the center of the innovation process, starting with the conception of a
new project of research, in which the conceptual design of the potential
product is defined, followed by the proof of concept and finalized with the
development of the biopesticide product. Knowing the targeted customers,
understanding their current practices, and identifying the existing and
future competitive technologies provide the development team with solid
guidelines to focus its research and development program on product
features that have the potential to deliver the highest added value to the
end-users of the technology. For the development of a new biopesticide high
numbers of candidate biocontrol microorganisms have to be evaluated in
screening programs, but selection of biocontrol agents for commercial use
have to fulfill many different requirements. Besides being active biocontrol
agents against the specific targeted plant pathogen or pest insect, they must
be safe, suitable for registration and cost effective. In early steps important
criteria besides efficacy are potential market size, ecological characteristics,
and preliminary production ability in low cost media, potential safety and
environmental risks, as well as possibilities for protection of intellectual
property rights. The proposed stepwise screening system aiming at
commercial use of microbial biopesticides depends on results of fundamental
and applied research on biological control. All these evaluations need to be
driven by an interdisciplinary and highly motivated team which includes
both scientists with different specialties and experts in economics and

marketing with industrial know-how.

Keywords

Added value, biological control, biopesticide, market, product development
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Introduccién

Lograr que un microorganismo sea elegible para el
desarrollo de un bioplaguicida implica esfuerzos
conjuntos de un equipo interdisciplinario en el que
participen expertos cientificos, tanto en ciencias basicas
como aplicadas, asi como en economia y mercadeo, con
experiencia (know-how) industrial.

Todos ellos trabajan en cuatro fases, que van desde el
descubrimiento de un microorganismo con potencial
biocontrolador; la obtencién de un prototipo de
producto; la generacién de un producto optimizado,
listo para su escalamiento industrial, hasta la ubicacién
del bioplaguicida en el mercado. Estas etapas incluyen:
1) disefio conceptual, 2) prueba de concepto, 3)
desarrollo, 4) escalamiento y 5) registro y transferencia
de la tecnologia (figura 11.1).

En dichas fases es necesario el trabajo en equipo de
expertos en fitopatologia o entomologia (segin el ca-
s0), microbiologia, agronomia, biologfa, biotecnologia

Disefio conceptual

Es la etapa en la que se concibe la idea de investigacién,
se analizan las demandas y necesidades del desarrollo
del proyecto y se establecen las prioridades y las

oportunidades para un nuevo bioplaguicida.

Para definir si se justifica hacer un nuevo desarrollo, un
paso indispensable en la decisién del inicio del proceso
deseleccién debiocontroladores es el estudio del cultivo,
su importancia y las posibilidades de crecimiento, asi
como sus costos de produccidén y cémo inciden en ellos

las alternativas tecnoldgicas disponibles.

Respecto a estas, y en particular para las mejores
opciones de manejo disponibles, es necesario analizar
sus beneficios y sus limitaciones, con el fin de que el
producto que se pretende desarrollar tenga elementos

de diferenciacién frente a los ya existentes.

Otro aspecto importante es el impacto de la enfer-

medad o del insecto plaga en este o en otros cultivos

industrial, biologia molecular, anilisis de riesgo en
toxicologia humanay ambiental, ingenierfa bioquimica,
quimica farmacéutica, economia y mercadeo con

experiencia industrial.

La seleccién de un microorganismo apto para el
desarrollo de un bioplaguicida requiere estudios basicos
y aplicados, que le den fundamento al desarrollo del
producto, por lo que, antes de iniciar este proceso, se
deben definir varios aspectos cientificos, tecnoldgicos
y de mercado que constituyen requisitos para lograr

perfeccionarlo y posicionarlo.

Varios autores han propuesto las diferentes etapas
que se deben considerar en el desarrollo de agentes
de control bioldgico como bioplaguicidas, asi como
las oportunidades actuales para su inclusién en el
mercado (Kéhl, Postma, Nicot, Ruocco, & Blum, 2011;
Van Lenteren, Bolckmans, K&hl, Ravensberg, &
Urbaneja, 2017).

potenciales, asi como las condiciones del mercado. En
este tltimo aspecto, se requiere precisar su tamafio, el
espectro de cultivos en el que el agente de biocontrol
podria usarse, el espectro de plagas que ha podido
afectar y la consistencia de su efecto biocontrolador en

condiciones de campo.

Ademids, se deben tener en cuenta aspectos tecno-
légicos, que incluyen las opciones de fermentacién
y de formulacién, para que el producto sea facil de
aplicar y que preferiblemente no requiera cadena
de frio para su transporte y almacenamiento. Esto
es pertinente cuando se pretende hacer el nuevo
desarrollo con microrganismos ya reportados por su

actividad biocontroladora.

Por otra parte, un componente importante en el éxito
de la tecnologia que se pretende desarrollar es que no
haya protecciones de propiedad intelectual que limiten

su transferencia.
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Disefo conceptual

Cultivo, impacto de la enfermedad o del insecto plaga, caracteristicas de las
mejores opciones disponibles y sus limitaciones, patentes y condiciones del mercado.

Caracteristicas basicas del bioplaguicida propuesto

Cepas: aislamiento, conservacion e identificacion.
Mineria de datos (toxicologia, ecotoxicologia,
micotoxinas, modos de accidn, resistencia
y efecto en organismos benéficos).

Caracterizacion ecofisiolégica, actividad
biocontroladora y produccién masiva preliminar.

Perfil del bioplaguicida

Segmentacién del mercado, panorama
competitivo, disefio del producto impulsado
por el mercado, vigilancia tecnolégicay
metodologia Quick Look.

Propuesta de valor

Caracterizacion del principio activo, disefio del
medio de cultivo, preformulacién, formulacion,
compatibilidad con agroquimicos, modos de
accion, eficacia en condiciones controladas
(formas y frecuencias de aplicacién,
concentracién minima efectiva) y efecto en los
organismos benéficos utilizados en programas de
manejo integrado de plagas (MIP).

Prototipo del producto

Elementos de valor, segmentos objetivo,
potencial de mercado y costos de produccién
y de aplicacion (versién preliminar).

Ecuacién de valor

Fase 3: escalamiento piloto

Optimizacion de operaciones unitarias,
escalamiento piloto, eficacia en condiciones
controladas y en campo (validacién de formasy
frecuencias de aplicacion y concentracion
minima efectiva) e inclusién en programas MIP.

Producto listo para escalamiento industrial

Modelos financieros, estrategias de negocios,
demostracién de valor y costos de
producciény de aplicacién.

Validacion de la ecuacion de valor

Pruebas de eficacia, registro
y produccién comercial.

Bioplaguicida escalado a nivel industrial

Producto en el mercado

Plan de lanzamiento, posicién,
promocién, precio y canal.

Entrega del valor

Figura 11.1. Fases para el desarrollo de un bioplaguicida microbiano.

Fuente: Elaboracién propia
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Por lo tanto, deben analizarse las patentes existentes
para el o los agentes de biocontrol que se buscan o

investigar sobre las tecnologias recomendadas para el

manejo de la plaga que se desea controlar, pues esta
informacidén es esencial para la patentabilidad del

nuevo desarrollo.

Descubrimiento de agentes de control bioldgico

La seleccién de un microorganismo biocontrolador
implica el cumplimiento de diferentes etapas, que
incluyen anilisis de la informacién disponible y
desarrollo de investigaciones biolégicas. Estas llevan al
desarrollo conceptual y a la prueba de concepto (figura

11.1), y seran descritas a continuacién.

Aislamiento y conservacion
de microorganismos

El proceso que lleva al descubrimiento de un agente
de control bioldgico (acB) inicia con el aislamiento, la
identificacién yla conservacién delos microorganismos,
asi como la definicién del tipo de propdgulo que va a
constituir el principio activo del bioplaguicida. Por
ejemplo, en el caso de bacterias, se pueden considerar
células vegetativas o esporas; en el caso de hongos
(mohos), se pueden considerar conidios, blastosporas,
clamidosporas, microesclerocios y micelios, entre otros,
mientras que en el caso de levaduras se consideran sus

células vegetativas.

El aislamiento de los microorganismos que tienen
potencial como biocontroladores puede hacerse
mediante métodos de conteo en placa, idealmente
utilizando medios de cultivo selectivos para el tipo
de microorganismo que se desee aislar, o empleando
técnicas selectivas de aislamiento, como el choque
térmico, para aislar bacilos esporulados, o el uso de
temperaturas de incubacidn selectivas o de sustratos

especificos.

El anilisis se hace a partir de las muestras de donde
se pretenden aislar los microorganismos (suelo, partes
aéreas de la planta o insectos, entre otros). También
existen varios métodos de aislamiento selectivo en
funcién de procesos metabdlicos que permiten obtener

microorganismos biocontroladores, como en el caso de

microorganismos celuloliticos (Nannipieri et al., 2003)

o de otros con caracteristicas especiﬁcas.

Los microorganismos también pueden aislarse a partir
de insectos (larvas o adultos) o de estructuras del fito-
patdgeno (como esclerocios), con el montaje en cimaras
htimedas y el posterior aislamiento en medios de cultivo

enriquecido o en medios selectivos, segin el caso.

La seleccién de un medio apropiado para el aislamiento
eficiente de microorganismos biocontroladores es un
paso esencial en el proceso de control bioldgico, en
el cual se deben considerar los siguientes factores: 1)
la siembra de las concentraciones adecuadas de las
suspensiones cuando se trata de conteo en placa, o de los
fragmentos o propagulos adecuados cuando se hacen
siembras directas; 2) el uso de un medio de cultivo
eficiente, que considere el periodo de crecimiento de
los agentes de control bioldgico que se quieren aislar
y la potencial ocurrencia de contaminacién en el
proceso; 3) los biocidas (antibidticos o fungicidas) y
las concentraciones que deben agregarse al medio de
cultivo para mejorar la eficiencia en el aislamiento;
4) el pH del medio de cultivo, para procurar hacerlo
selectivo al grupo de microorganismos que se busca
(4cido para el aislamiento de hongos, basico para el de
bacterias), y 5) los sustratos que le otorgan selectividad

al medio (como quitina o celulosa).

Una vez aislados, los microorganismos deben ser
conservados para asegurar su viabilidad durante
largos periodos y garantizar su estabilidad genética y
fisioldgica, lo cual a su vez permitird el mantenimiento

de su actividad biocontroladora.

En términos generales, los métodos de conservacidén
que garantizan la inactividad metabdlica o latencia
de los microorganismos son los recomendados por el
consorcio Common Access to Biological Resources
and Information (Cabri) (2017) o por otra red de
colecciones de microorganismos: 1) la crioconservacién,

Capitulo 11. Disefio conceptual, seleccién y prueba de concepto de microorganismos biocontroladores

que incluye el mantenimiento en nitrégeno liquido
(-196 °C) o la conservacién a temperaturas inferiores
a -70 °C, y 2) las técnicas de secado, que comprenden
liofilizacién (freeze-drying), secado por centrifugacién

(spin freeze-drying) y secado en liquido (liquid-drying).

Antes de su conservacidn, es necesario tener en cuenta
el medio de cultivo en el que el microorganismo debe
producirse. Durante el proceso de conservacidn se
deben considerar la temperatura de congelamiento o
de desecacién (segtin el caso), los agentes de proteccién
que se le adicionan (Hubdlek, 2003) y las condiciones
de rehidratacién y cultivo para su reactivacién (Morgan,

Herman, White, & Vesey, 2006).

Identificacion

Todos los candidatos se identifican en lo que se refiere
al género o la especie, con base en secuencias de ApbN. La
informacién generada de esta forma debe confrontarse
con informacién morfoldgica, documentando todas las
imdgenes macroscdpicas y microscopicas obtenidas en
bases de datos.

En términos generales, las bacterias se identifican
por secuenciacién de las regiones 16S del ARNr
(ribosomal) (Suhandono, Kusumawardhani, &
Aditiawati, 2016), mientras que la identificacién de
los hongos se suele hacer mediante la secuenciacién
de genes ribosomales, como ARNr 18S, y de sus
espaciadores internos transcritos 1TS (internal
transcribed spacer) u otras regiones variables dentro
de los genes conservados (Hadziavdic et al., 2014).
En esta etapa, se deben excluir o tratar de forma
diferencial las especies que ya estin protegidas por

patentes a nivel internacional.

Anilisis de riesgo preliminar

A pesar de los altos costos que implica la identificacién
de microorganismos, es posible tener una idea sobre
los riesgos potenciales de un biocontrolador mediante
el uso de la minerfa de datos, analizando los riesgos
toxicoldgicos o ambientales reportados para estas
especies. De ese modo se pueden seleccionar especies

con un riesgo bajo o inexistente y reducir el niimero

Control bioldgico de fitopatégenos, insectos y dcaros

de especies, lo cual a su vez evitard costos innecesarios
relacionados con la evaluacién de muchos aislamientos

en bioensayos.

Mediante el anélisis de informacién con base en datos
médicos y microbiolégicos (Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen [psmz], 2017), y
considerando regulaciones (Environmental Protection
Agency [Epa), 2017; Parlamento Europeo, & Consejo
de la Unién Europea, 2009), se determinan los riesgos
potenciales de patogenicidad humana, alergenicidad
y toxicidad (Brimner, & Boland, 2003), con el fin de
excluir especies consideradas sospechosas por sus

registros en la literatura médica.

Asi mismo, consultando la informacién cientifica
disponible, se establecenlos riesgos de microorganismos
que han sido reportados como patégenos de plantas,
que presentan fitotoxicidad, que producen micotoxinas
o0 que generan riesgos medioambientales. Si se advierten
riesgos potenciales para los seres humanos, los cultivos,
los animales o el ambiente, el microorganismo no se
debe seleccionar para continuar con las siguientes
etapas de desarrollo, ya que los costos de registro del

producto serian excesivos y podria no obtenerse.

Caracterizacién ecoﬁsiolégica

Para lograr el éxito del control biolégico, es importante
caracterizar tanto el sitio donde se llevard a cabo la
aplicacién del bioplaguicida (suelo, ambiente foliar)
como las condiciones medioambientales en las que se
desarrolla la planta (humedad, temperatura, radiacién,
régimen de lluvias y sus caracteristicas [porte, dosel,

tamano de raiz, fenologia]).

Ademds, es indispensable conocer la biologia del
patdégeno o del insecto plaga que se pretende controlar,
ya que, de acuerdo con esta informacidn, se debe
desarrollar una formulacién que permita llegar a los
sitios que lo requieren para prevenir los dafnos que
pueden causar o para interrumpir su ciclo, ademds de
definir cémo y dénde se debe hacer la aplicacién del

bioplaguicida.

De igual manera, es necesario conocer las caracteristicas
ecofisiolégicas de los microorganismos potencialmente

biocontroladores que han sido seleccionados en las

Alba Marina Cotes, Xavier Fargetton, Jiirgen Kéhl
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etapas previas, con el fin de definir el modo en que
la temperatura, la humedad, el pH, la radiacién
ultravioleta, la actividad de agua (Aw) y otros factores
influencian su viabilidad y actividad biocontroladora,
como en el caso delaadherencia delos microorganismos
a las superficies foliares o de frutos, cuando van a
ser usados en el manejo de patdgenos foliares o de

poscosecha, I‘ESPCCtiVSLantC,

Con la informacién mencionada, se establecen los
pardmetros de inestabilidad a los que se enfrentara el
microorganismo cuando sea expuesto a condiciones
de campo y de almacenamiento. De esta forma, en las
etapas posteriores de desarrollo del producto se deben
definir las condiciones o los adyuvantes que le confieran
al microorganismo tolerancia frente a las condiciones
adversas, asi como estabilidad en el almacenamiento,
facilidad de aplicacién y alta efectividad, bajo

pardmetros de costo-efectividad.

Modos de accién preliminares

En esta etapa, con base en informacién de la literatura
(minerfa de datos), se deben analizar los modos de

accién reportados de las especies seleccionadas como

Prueba de concepto

La prueba de concepto es la demostracién del potencial
préctico de un agente de control biolégico. En el caso
del desarrollo de bioplaguicidas, se deben surtir las

etapas que se explican a continuacién.

Actividad biocontroladora

Antes de definir los microorganismos potencialmente
biocontroladores que van a ser evaluados, se deben
establecer criterios de preseleccién para que solo los
candidatos adecuados se sometan a bioensayos, que se
utilizan para la deteccién de aislamientos microbianos
que puedan ejercer un control eficiente. Estos difieren

si se trata de enfermedades o de insectos plaga. Pueden

potenciales biocontroladores, ya que en funcién de ello
se direccionan los bioensayos para evaluar su actividad
biocontroladora. Ademds, esta informacién permite
establecer las condiciones de produccién masiva y de

aplicacién del agente que optimicen su efecto.

Por ejemplo, el disefio de bioensayos para el control
de fitopatégenos puede orientarse a la deteccién de
hiperparisitos (Rocha et al., 2009; Smith et al., 2013),
a la seleccién de microorganismos que compitan con
el patégeno (Pliego et al.,, 2007), a la busqueda de
cepas hipovirulentas (Boland, 2004) o de aquellas
que estimulen las respuestas de defensa en las plantas

(Moreno et al., 2009).

Asi mismo, para el control de insectos, el bioensayo
depende de si el biocontrolador acttia mediante
ingestién, ya que produce las toxinas causantes de
su efecto de control mayoritario, como sucede con
Bacillus thuringiensis (Navon, 2000) o con baculovirus
(Cuartas, Villamizar, Espinel, & Cotes, 2009; Espinel-
Correal et al,, 2012; Gémez, Villamizar, Espinel, &
Cotes, 2009), o si penetra a través del tegumento
del insecto (Espinel, Ebratt, & Cotes, 1998; Espinel,
Torres, & Cotes, 2009). También debe considerarse
si el microorganismo actia de forma endofitica

o ectofitica.

excluir al huésped (in vitro) o incluirlo (in vivo) y
deben ser confiables, capaces de producir resultados
que puedan analizarse estadisticamente y simples para

realizarlos ficilmente en el laboratorio.

El requisito principal para un bioensayo es que la
planta huésped o su tejido, el fitopatégeno o insecto
plaga y el microorganismo biocontrolador interacttien
en condiciones controladas, las cuales deben ser
representativas tanto de la etapa epidemioldgica
especifica como de las condiciones ambientales en las

que el cultivo se desarrolla.

Un bioensayo potente suele requerir largos periodos
de tiempo y depende de la experiencia de profesionales

expertos en fitopatologia, entomologia y microbiologia.
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Ensayos in vitro

Estos ensayos se consideran muy preliminares y no de-
terminantes de la actividad biocontroladora, y se desa-
rrollan frecuentemente en cajas de Petri que contienen
medios nutritivos para identificar actividad antagonista
entre un microorganismo biocontrolador y un patdge-
no (antibiosis, hiperparasitismo o competencia). Sin
embargo, varios estudios han demostrado una escasa
correlacién con los ensayos desarrollados in situ (Reddy,
Hynes, & Lazarovits, 1994; Sharifi-Tehrani, Zala,
Natsch, Moénne-Loccoz, & Défago, 1998).

También se usa la deteccién de metabolitos, como
en el caso del diacetylphloroglucinol, producido por
Pseudomonas spp., en el que se ha encontrado una
correlacién significativa entre la cantidad de metabolito
producido y la proteccién obtenida en algunos pato-
sistemas, asf como en el tomate se ha encontrado que
el control de Fusarium oxysporum (Sharifi-Tehrani
et al,, 1998) y de Pythium splendens en el frijol (Cotes,
Lepoivre, & Semal, 1996) también tienen una alta corre-
lacién con las actividades de celulasa, B-1,3-glucanasa y

quitinasa, producidas por cepas de Trichoderma spp.

El desarrollo de bioensayos para el control de
fitopatdgenos exige que se disponga de un aislamiento
patogénico con demostrada virulencia, el cual debe
ser conservado siguiendo los mismos pardmetros
mencionados para los agentes biocontroladores. Dichos
bioensayos se disefian para propdsitos especificos

relacionados con las caracteristicas de la plaga.

En el caso de enfermedades, se debe considerar el
método de aplicacién del agente de biocontrol y su
modo de accién. Por ejemplo, los disefios difieren si
se trata de una enfermedad causada por un hongo del
suelo, por patégenos transmitidos por semillas o un
patdgeno foliar.

En lo que se refiere a los bioensayos para el control de
insectos, la seleccién de microorganismos entomopatd-
genos con frecuencia se hace usando dietas artificiales
en las que se desarrollan las larvas y en las que la bac-
teria (Butt, & Goettel, 2000), el virus o el hongo bio-
controlador causan la muerte del insecto al infectarlo
(Navon, 2000). Este método ha demostrado ser efec-
tivo para la seleccién de biocontroladores que tienen

efecto en condiciones de campo (Bosa, & Cotes, 1997).
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También se ha utilizado quitina como blanco meta-
bélico para seleccionar aislamientos efectivos, como en
el caso de Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana y
Nomuraea rileyi para el control de Helicoverpa armigera
en el garbanzo (Deshpande et al, 2003; Nahar,
Ghormade, & Deshpande, 2004).

Bioensayos in vivo

Es comin usar plantulas y 6rganos como semillas,
raices, tubérculos, hojas, flores o frutos esterilizados
sobre agar agua o en una cimara himeda para realizar
bioensayos que se asemejen a las condiciones naturales
en las que el patdgeno o el insecto producen dafio.
Se suelen utilizar explantes (pétalos, discos de hojas
o porciones de tallo o de fruto). Sin embargo, son
ensayos de corta duracién, que se utilizan para un

tamizaje (screening) rapido.

Los bioensayos mds habituales usan plantas en
materas. Tienen ventajas respecto a los anteriores, pues
les confieren condiciones cercanas a las naturales de los
biocontroladores, del insecto plaga o del fitopatégeno,
pues se aproximan an mds a la realidad del cultivo, ya
que en este la planta posee todos sus drganos intactos,
permite una aplicacién del biocontrolador de manera
similar a como se harfa en campo (al suelo o al follaje)
y se puede extender el tiempo de evaluacién y analizar

el efecto residual del biocontrolador.

Los ensayos de semicampo, como los que se hacen en
invernaderos o cdmaras climatizadas y en los que se
utilizan condiciones controladas, son esenciales para
demostrar que los microorganismos seleccionados en
laboratorio son eficaces en las condiciones normales

del cultivo.

Tipos de bioensayo

Los bioensayos no se realizan solamente para selec-
cionar microorganismos con actividad biocontrola-
dora, evaluando muchos en una sola concentracién
y midiendo su actividad en un tiempo definido,
también se llevan a cabo para determinar la dosis-

respuesta; en este caso, el microorganismo que ejerza
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4 Tween
80al0,1%

Suspensién de 1 X 10¢conidios/mL*

Hongo biocontrolador

Unidad experimental

Ricinus communis Haz - envés

(higuerilla)

Larvas en el tercer instar

v

Registro de mortalidad

v

Porcentaje de eficacia

Figura 11.5. Ejemplo de bioensayo para seleccionar hongos entomopatégenos para el control de insectos plaga.
Caso: Metarhizium rileyi para el control de Spodoptera frugiperda.

Fuente: Elaboracién propia
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Fotos: Grupo de Control Biolégico de Corpoica
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L

1. Granulovirus Suspensiones Inoculacion e incubacion Analisis diario de
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Fotos: Grupo de Control Biolégico de Corpoica
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Colorante azul 1%

Figura 11.6. Ejemplo de bioensayo para seleccionar virus entomopatdgenos para el control de insectos plaga. Caso
1: granulovirus para el control de la polilla guatemalteca de la papa Tecia solanivora; Caso 2: nucleopoliedrovirus para

el control de S. frugiperda.

Fuente: Elaboracién propia
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Requerimientos para
el desarrollo de bioensayos

Paralograr el éxito de un bioensayo deben considerarse
varios aspectos. Es necesario asegurarse de que el
potencial biocontrolador no haya perdido su actividad
debido al cultivo continuado, asi como garantizar que
el indculo que se va a evaluar esté viable. Con ese fin,
es deseable el uso de técnicas de conteo en placa para
bacterias, levaduras y mohos, aunque se pueden usar
andlisis de la germinacién, para el caso de conidios
fangicos, o colorantes vitales, como el verde Jano y el

azul de metileno.

El blanco de control debe estar sano si se trata de
insectos, o estar viable y ser virulento si se trata de
fitopatdgenos. Asi mismo, se requiere que las plantas o
los explantes que se utilicen estén sanos. Es necesario
que las condiciones del bioensayo (temperatura y
humedad, entre otras) sean dptimas, para que la

interaccién se produzca.

También es ideal que se consideren las fluctuaciones
medioambientales que se producen en campo. Es
indispensable que el nimero de repeticiones y de
réplicas en el tiempo sean suficientes para garantizar la
consistencia de los resultados, y el disefio experimental
debe ser adecuado a las condiciones del ensayo, para
obtener resultados estadisticamente representativos.

Ensayos preliminares
de produccién masiva

En esta etapa se considera un nimero limitado de
candidatos, seleccionados en las etapas previas. Antes
de iniciar este proceso, es necesario definir qué tipo
de propdgulo va a constituir el principio activo del
producto; por ejemplo, en el caso de bacterias, se
pueden considerar células vegetativas o esporas, y
en el de hongos conidios, clamidosporas o micelio,

entre otros.

Dado que el éxito comercial de un bioplaguicida
requiere producir el propidgulo definido en grandes
cantidades, con 6ptima actividad biocontroladora y

a bajo costo, se deben realizar estudios preliminares

que permitan establecer la viabilidad del microorga-

nismo para su produccién masiva.

A partir de la informacién fisiolégica obtenida para
cada biocontrolador en relacién con la temperatura y
los pH de crecimiento éptimos, la actividad de agua
(Aw), su capacidad para asimilar diferentes sustratos
(fuentes de carbono o nitrégeno) y la definicién
de los macro y microelementos necesarios para su
desarrollo, se recomienda disefiar uno o varios medios
de cultivo, basados en sustratos de bajo costo y dispo-
nibles localmente, en los que los rendimientos sean
reproducibles en la produccién masiva, al igual que la

actividad biocontroladora de los propagulos producidos.

Parallevar a cabo esta etapa, inicialmente se pueden usar
medios sélidos en cajas de Petri o medios liquidos en
frascos Etrlenmeyer o en sistemas de microfermentacién
(microplacas). En esta fase se definen pardmetros
de los propigulos que se hayan considerado para las
etapas posteriores, como tiempos de duplicacién,
velocidad de crecimiento y rendimiento. Los resultados
aqui obtenidos permiten excluir microorganismos que
presenten dificultades para su produccién o aquellos

en los que esta tltima no resulte costoefectiva.

Modos de accién

El conocimiento sobre el modo de accién de los
microorganismos biocontroladores es un requisito
previo para el desarrollo y registro de un bioplaguicida.
Varios mecanismos, que actiian de forma individual
o simultinea, son importantes en las interacciones
entre los agentes de control biolégico, su blanco de
control (fitopatégeno o insecto) y la planta hospedera.
Sin embargo, estos modos varfan significativamente,

dependiendo del grupo taxonémico del biocontrolador.

En general, los microorganismos utilizados para el
control de enfermedades ejercen una amplia gama
de modos de accidn, clasificados en dos tipos: en el
primero, los antagonistas microbianos ocupan el
mismo nicho ecoldgico del fitopatégeno y acttan
directamente con ¢él, mediante mecanismos como
el parasitismo, la competencia por espacio, agua o
nutrientes, o a través de la produccién de antibidticos,
otras moléculas u otros metabolitos secundarios que

afectan al patdgeno objetivo.
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En el segundo tipo, los antagonistas microbianos
ejercen efectos indirectos en la planta huésped,
estimulando respuestas de defensa de esta. Aunque
la resistencia inducida puede emplearse también para
el control de insectos, por lo general el enfoque para
controlarlos hace referencia a los microorganismos que
parasitan a los insectos plaga o a aquellos que producen

toxinas, causiandoles la muerte en ambos casos.

Los modos de accién son discutidos en detalle en los
capitulos de este libro relacionados especificamente

con los diferentes tipos de biocontrol (capitulos 1 al 7).

Efecto preliminar en organismos
que no son plagas objetivo

El desarrollo de una estrategia de control bioldgico que
pueda hacer parte de un manejo integrado del cultivo
requiere la integracién de todos los componentes de
tal manejo. Esto implica que varios agentes pueden
actuar juntos en un mismo cultivo, lo cual requiere un
profundo conocimiento de sus interacciones, por lo
que resulta muy importante conocer la compatibilidad

entre los diferentes agentes de control.

Por ejemplo, se debe conocer la compatibilidad entre
los microorganismos entomopatdgenos y los insectos
benéficos que se utilicen para el control de un mismo
u otros insectos plaga del cultivo; aquella entre tales

microorganismos y los biocontroladores de fitopatd-

Casos de estudio

A continuacién, se describirian cinco casos de estudio,
de los cuales cuatro corresponden a investigaciones
desarrolladas en Colombia por la Corporacién Co-
lombiana de Investigacién Agropecuaria (Corpoica,
actualmente AGROSAVIA), que permitieron la seleccién
de microorganismos que constituyen el principio
activo de bioplaguicidas (figura 11.7). El dltimo caso
corresponde a investigaciones recientemente desarro-
lladas en Europa por un consorcio integrado por

instituciones de investigacién e industria.
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genos, asi como entre los diferentes microorganismos
biocontroladores y los biofertilizantes que se apliquen
en los mismos sitios (semillas, suelo o drea foliar, en-
tre otros) (Brimner, & Boland, 2003; Roychowdhury,
Paul, & Banerjee, 2014).

A menudo, la introduccién de cualquier organismo
en el ambiente es un paso irreversible que debe
hacerse con cautela, para evitar que interfiera con el
funcionamiento natural de otros agentes de control
de plagas o que cause problemas en las especies que
no son blanco. Por tal razdn, es necesario que el uso
seguro de los microorganismos biocontroladores sea

considerado en todos los niveles, sean efectos directos

o indirectos (Hajek, & Goettel, 2000).

Por otra parte, ha sido ampliamente reconocido que
el empleo de un solo agente de control bioldgico no
puede proveer una regulacién suficiente o satisfacto-
ria de las poblaciones de la plaga (Roselyne, 2005),
mientras que, cuando dos o mis especies con propie-
dades reconocidas en esa funcidén son seleccionadas
por su compatibilidad para interactuar juntas, las
deficiencias o limitaciones de las especies individua-
les podrian ser compensadas por otros miembros del
grupo de organismos benéficos para el cultivo (como
polinizadores, depredadores, parasitoides o microor-

ganismos biocontroladores).

Por lo tanto, es indispensable establecer de forma
preliminar la compatibilidad entre el microorganismo
biocontrolador seleccionado y aquellos agentes que se
consideren esenciales para el cultivo.

Algunos desarrollos
en Colombia

Desde sus inicios, el grupo de control bioldgico
de Acrosavia decidié abordar la problemitica
fitosanitaria de diferentes cultivos priorizados en
Colombia, mediante el desarrollo de bioplaguicidas
con altos estindares de calidad. Con este fin, se definié

una estrategia de seleccién de los microorganismos
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2/

265 aislamientos de levaduras

\ 4

1 prototipo de bioplaguicida
Rhodotorula glutinis Lv316
Botrytis cinerea

LCJ

55 aislamientos de entomopatégenos
(37 aislamientos a partir de T. vaporariorum,
15 aislamientos a partir de B. tabaci,

3 seleccionados contra otros insectos)

\ 4

1 bioplaguicida
Lecanicillium lecanii V1026
Moscas blancas
Trialeurodes vaporariorum
Bemisia tabaci

Figura 11.7. Del aislamiento a la seleccién de biocontroladores con potencial para el desarrollo de bioplaguicidas. a.
Seleccidn de R. glutinis para el control de B. cinerea; b. Seleccién de T. koningiopsis para el control de patégenos foliares
y del suelo; c. Seleccién de L. lecanii para el control de moscas blancas; d. Seleccién de un PhopGV granulovirus para

el control de polillas (Lepidoptera: Gelechiidae).

Fuente: Elaboracién propia

b/

14 aislamientos de Trichoderma spp.

\ 4

1 bioplaguicida
Trichoderma koningiopsis Th003
Patégenos del suelo y foliares
Pythium splendens, Rhizoctonia solani,
Sclerotinia sclerotiorum, Sclerotium cepivorum,
Fusarium oxysporum, Olpidium virulentus,

Plasmodiophora brassicae, Spongospora subterranea
Botrytis cinerea, Oidium lycopersici

d/

377 muestras de larvas presuntivas
5 granulovirus confirmados
por reproduccién de sintomas
2 granulovirus seleccionados
por su alta actividad

\ 4

2 prototipos de bioplaguicida
PhopGV Baculovirus Th003

Polillas
Tecia solanivora
Phthorimaea operculella
Tuta absoluta
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elegibles para el desarrollo de productos formulados,

basada en los criterios antes descritos (figura 11.1).

Levaduras para el control
biolégico de Botrytis cinerea

Botrytis cinerea es considerado el segundo patdgeno
mds importante a nivel mundial, debido a suimpacto en
diferentes 4reas, su amplio espectro de huéspedes, los
dafios severos que causa y por afectar tanto en campo
como en poscosecha (Dean et al., 2012). Este patégeno
causa la enfermedad conocida como moho gris, por su
condicién de hongo necrétrofo es incapaz de ocupar
células vegetales vivas y coloniza tejidos muertos, a
través de la produccién de diferentes metabolitos

fitotdxicos y proteinas (Van Baarlen, Woltering, Staats,
& Van Kan, 2007).

Con el propésito de desarrollar una alternativa de
control biolégico de esta enfermedad, a partir de
la filésfera de mora, se aislaron y caracterizaron
265 levaduras, teniendo en cuenta criterios como
su capacidad de crecer en un pH de entre 3y 9, a
temperaturas entre 5 °C y 37 °C y en condiciones de
baja actividad de agua (Aw). También se determind
su tolerancia a luz ultravioleta uvs y su adherencia a

pétalos de rosa.

Asi mismo, se identificaron su velocidad de crecimiento,
tiempo de duplicacién y capacidad de asimilar
diferentes fuentes de carbono y nitrégeno. De este
grupo se seleccionaron 100 aislamientos, los cuales
toleraron amplios rangos de pH y temperatura. En este
caso, se eligieron aquellos que presentaron la habilidad
de crecer entre 5 °Cy 30 °Cy que no lo hicieron a 37 °C

para evitar riesgos de patogenicidad en humanos.

Este grupo de levaduras fue sometido a un screening
rapido (bioensayo) para determinar su actividad
biocontroladora en pétalos de rosa variedad Vendela.
Los 50 aislamientos seleccionados en la etapa anterior
se caracterizaron metabdlicamente, y se escogieron
16, capaces de reducir la incidencia del moho gris
entre un 60% y un 80%, y fueron identificados

molecularmente.

Mediante una matriz de decisidn, se selecciond la leva-

dura Lv316, por presentar las mejores caracteristicas,
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como alta actividad biocontroladora (reduccién de la
incidencia en un 80% y de la severidad en un 92 %),
tolerancia a la luz uvs del 25 %, adherencia del 99 %
a los pétalos de rosa, ripida velocidad de crecimiento,
expresada como velocidad especifica y tiempo de du-
plicacién (pmax, h-1: 0,36,y tD, h-1: 1,89), y versatili-
dad metabdlica. Con este aislamiento se desarrollé un

medio de cultivo de bajo costo.

Deigual forma, al realizar anlisis preliminares sobre sus
posibles modos de accidn, los riesgos de patogenicidad
en humanos y de produccidén de toxinas, se escogié
esta levadura, Lv316, identificada como Rhodotorula
glutinis, como la candidata ideal para el desarrollo de
un bioplaguicida (figuras 11.7a y 11.8), cuyo producto
consistié en una suspensién concentrada. Varios de
los resultados descritos han sido publicados (Cotes et
al., 2011; Zapata, Acosta, Diaz, Villamizar, & Cotes,
2011; Zapata et al,, 2013, 2016).

Hongo nativo Trichoderma koningiopsis
en el control biolégico de fitopatégenos

A pesar del potencial de Trichoderma spp. en el control
bioldgico de enfermedades, no todas las especies ni
todas las cepas de una misma especie son eficientes
como agentes de control biolégico. Por lo tanto, se
requiere un trabajo minucioso que permita evaluar
diferentes aislamientos y seleccionar el que presente
una mayor y consistente actividad biocontroladora.

De ese modo, al evaluar esa actividad en 14 aisla-
mientos de Trichoderma spp. contra P. splendens en
frijol, mediante ensayos en materas que contenian
suelo sin esterilizar, se selecciond el aislamiento nativo
Th003, identificado como Trichoderma koningiopsis
(antes Trichoderma koningii), por ejercer un efecto de
biocontrol del patégeno superior al 70 % (Cotes et al.,
1996) (figura 11.7b).

Con el propésito de determinar el efecto directo de
este aislamiento de T. koningiopsis en estructuras de
resistencia de patdgenos, se evalué la respuesta de es-
clerocios de Rhizoctonia solani al ser inoculados con el
biocontrolador, y se demostré que puede actuar como
micopardsito, ya que colonizé los esclerocios y afecté

su viabilidad, lo que produjo una baja germinacién,
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del 5% en suelo estéril y del 15 % en suelo no estéril,
en comparacién con los esclerocios no tratados con
el biocontrolador, que tuvieron porcentajes de ger-
minacién de un 85% y un 90 % respectivamente. Asi
mismo, se produjo degradacién de dichos esclerocios,
con valores de un 75% y un 80 % respectivamente,
mientras que en el testigo no tratado no se observé
ninguna degradacién (Beltrdn, Cotes, & Paris, 2007).

Este aislamiento fue caracterizado metabélica y
ecofisiolégicamente, y demostré su gran versatilidad
de crecimiento frente a diversas fuentes simples y
complejas de carbono y nitrégeno. También se evalué
el efecto de polimeros adicionados como aditivos
al medio de cultivo, y varios de ellos mejoraron su

actividad biocontroladora.

Este aislamiento también mostré adaptacion para crecer
en un amplio rango de pH (desde 3,5 hasta 8,5), con un
6ptimo desarrollo de entre 4,5 y 6,5. Cuando se incubé
en la oscuridad, con doce horas de luz y doce de oscu-
ridad, su crecimiento micelial no se vio afectado, pero
hubo una respuesta en su esporulacién, que fue mayor
en las condiciones de luz (constante o parcial). Aunque
demostrd capacidad para crecer y esporular a bajas y al-
tas temperaturas (15 °C y 30 °C), su nivel éptimo se
observé entre 20 °C y 25 °C. Por otra parte, al evaluar
el efecto de la luz uvB, se encontrd una susceptibilidad

mediana.

Con base en los resultados obtenidos, se desarrollé un
medio de cultivo de bajo costo que contiene un aditivo
que estimula su actividad biocontroladora. Ademais,
se generd la informacidén necesaria para el desarrollo
de dos prototipos de formulacidén, que consisten en

un polvo mojable y en grénulos dispersables (Santos,

Garcia, Cotes, & Villamizar, 2012).

En primera instancia, se decidié registrar en Colombia
el polvo mojable, en el cual los conidios fueron
protegidos contra la radiacién ultravioleta (uvs).
Ademas, se optd por el licenciamiento de la tecnologia
de formulacién en grinulos dispersables a la compafiia
brasilera Grupo Farroupilha, que fue recientemente

adquirida por la canadiense Lallemand.

Dado que una caracteristica deseable en el control
biolégico es que los microorganismos seleccionados
tengan la capacidad de controlar varios patdgenos,
este aislamiento de T. koningiopsis, Th003, se evalué

en otros patosistemas y demostrd un amplio espectro
en su actividad biocontroladora, si se tiene en cuen-
ta que se obtuvo entre el 70% y el 90% de control
en los siguientes patosistemas: P. splendens en pepino
(Jacgmin, Cotes, Lepoivre, & Semal, 1993); R. solani
en tomate (Cotes, Cirdenas, & Pinzén, 2001), frijol
(Cotes et al., 1996) y papa (Beltrin, Moreno, Blanco,
Villamizar, & Cotes, 2012); E. oxysporum f. sp. lycoper-
sici en tomate (Cotes et al., 2001; Moreno et al., 2009)
y uchuva (Diaz et al.,, 2013); B. cinerea y Oidium lyco-
persici en tomate (Moreno et al., 2009), y Sclerotinia

sclerotiorum en lechuga (Cotes, Moreno, Molano, Vi-
llamizar, & Piedrahita, 2007).

Adicionalmente, ha demostrado resultados de control
cercanos al 50 % en los patosistemas Olpidium virulentus
enlechuga (Cotes etal.,, 2012), Plasmodiophora brassicae
en repollo (Botero, 2016) y Spongospora subterranea
en papa (Mesa, 2017) (figuras 11.7b y 11.9).

Dichos modelos han involucrado actividades en el
dmbito del laboratorio, pruebas experimentales en
invernadero en condiciones controladas y en cultivos
comerciales en plena exposicién y en invernadero. Este
microorganismo constituye el principio activo de un
bioplaguicida registrado en el mercado colombiano

denominado Tricotec®.

Hongo nativo Lecanicillium lecanii
en el control de las moscas blancas
Trialeurodes vaporariorum y
Bemisia tabaci

Las moscas blancas (Hemiptera: Aleyrodidae) son
pequefios insectos fitéfagos de plantas herbiceas,
arbustos, 4rboles, plantas silvestres y cultivos de
importancia econdmica. Se han convertido en un serio
problema, y debido a dafios directos que provocan
al succionar la savia y por la transmisién de virus.
B. tabaciy T. vaporariorum constituyen las especies cuya
afectacién reviste una mayor importancia econémica

(Byrne, Bellows, & Parrella, 1990).

Con el fin de obtener un entomopatégeno eficaz en
el control de T. vaporariorum, se aislaron 37 cepas,
a partir de individuos de este insecto obtenidos de

cultivos comerciales, y todas fueron identificadas como
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L. lecanii. La evaluacién de la actividad biocontroladora
se llevd a cabo mediante ensayos en invernadero sobre
ninfas de segundo instar, utilizando como sustrato

alimenticio plantas de frijol sembradas en materas.

Se seleccionaron las dos cepas que presentaron los
mayores niveles de infeccién en ninfas, y se incluyeron
en un nuevo experimento, para determinar su dosis

letal 50 (CL50)’ la cual fue de 4,92 x 108 conidios/ml*

y 1,75 x 10® conidios/ml", respectivamente.

Al evaluar la susceptibilidad de los instares ninfales 11,
11y 1v, y del estado adulto de la mosca blancaala CL,,
definida para cada aislamiento, se selecciond la cepa
V1026, ya que mostrd los mayores niveles de control en
el menor tiempo, pues en 13 dias se observaron niveles
de infeccién (>50%), asi como los menores niveles de

adultos emergidos (<40 %) en el segundo instar ninfal

(Garcia, 1996).

Porotraparte,conelfindeseleccionarentomopatégenos
para el control de B. tabaci, mediante el mismo modelo
de bioensayo, se evaluaron 15 aislamientos nativos,
provenientes de adultos de B. tabaci recolectados en
cultivos comerciales en diferentes zonas agroecoldgicas
del pais, que fueron identificados como B. bassiana e

Isaria spp.

En estos se evalud su actividad biocontroladora, junto
con ocho aislamientos seleccionados en estudios
previos por su alta actividad en otros insectos, como en
el caso de L. lecanii V1026, arriba elegido para el control
de T. vaporariorum, y de otros tres aislamientos, uno
perteneciente a B. bassiana, escogido para el control del
gusano blanco de la papa, M. anisopliae, seleccionado
para el control de la langosta llanera, y N. rileyi, elegido

para el control de S. frugiperda.

Considerando los criterios biolégicos descritos, se
escogieron los aislamientos Bv056 (B. bassiana) y Pc013
(Isaria fumosorosea), ya que producen mortalidades
superiores al 92%, y V1026 (L. lecanii), por producir
la mayor mortalidad en el menor tiempo (Espinel et

al., 2009).

Adicionalmente, estos aislamientos presentaron ca-
racterfsticas ecofisioldgicas adecuadas y aspectos tec-
nolégicos favorables, ya que produjeron una elevada
cantidad de conidios en medios de cultivo simples y
mostraron facilidad para separar los conidios del me-

dio de cultivo.
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A pesar de contar con tres aislamientos promisorios
para el control de B. tabaci, para los estudios posteriores
de desarrollo de un bioplaguicida se selecciond el
aislamiento V1026 de L. lecanii, por tener una alta
actividad biocontroladora demostrada contra ambas
moscas blancas, teniendo en cuenta que en algunas
zonas del pafs se pueden encontrar ambas especies
de plaga en la misma zona y cultivo (Espinel, Lozano,
Villamizar, & Grijalba, 2008; Espinel, Torres, Grijalba,
Villamizar, & Cotes, 2008; Grijalba, Villamizar, &
Cotes, 2009; Villamizar, Grijalba, Zuluaga, Gémez, &
Cotes, 2009) (figuras 11.7c y 11.10).

Dado que uno de los aspectos que se deben considerar
en el desarrollo de bioplaguicidas es la determinacién
de su compatibilidad con otros agentes de control que
puedan ser aplicados junto con el bioplaguicida en
una estrategia de manejo integrado de plagas (m1p), se
estudié el efecto de L. lecanii V1026 en el parasitoide
Amitus fuscipennis (Pachén, & Cotes, 1997) y en el
depredador Delphastus pusillus (Pérez, Garcia, & Cotes,
2007, 2008), y se demostrd que, aunque hubo un leve
efecto en la reduccién de estos enemigos naturales o
de su actividad, este hongo puede ser usado dentro de
un programa de manejo que involucre el uso de uno o

varios de estos insectos benéficos.

Teniendo en cuenta las caracteristicas presentadas
por L. lecanii V1026, se desarrollé el bioplaguicida
Lecabiol® (Cotes et al., 2009), que cuenta con registro
de venta y que fue formulado con protectores de luz
uvB, dada la susceptibilidad del hongo a esta radiacién.

Seleccién de un granulovirus para el
control de la polilla guatemalteca de la
papa, Tecia solanivora

Uno de los principales problemas del cultivo de la papa
en Colombia es la polilla guatemalteca, T. solanivora, que
causa dafios en campo de hasta el 43,3 %, y durante el al-
macenamiento de los tubérculos, de hasta el 37,5 % (Atrias,

Jaramillo, Arévalo, Rocha, & Mufioz, 1996; Nifo, 2004).

Para su control bioldgico en condiciones de almacena-
miento, Agrosavia desarrollé un bioplaguicida denomi-
nado Baculovirus Corpoica®, a base de un granulovirus

originario en el Per, el tinico registrado en Colombia.
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Sin embargo, con el 4nimo de disponer de aislamientos
nativos de baculovirus, se hizo un muestreo de larvas de
T. solanivora colectadas en 19 municipios, localizados
en los cinco departamentos productores de papa del
pais, y se obtuvieron 377 muestras. Mediante micros-
copia optica de campo oscuro, se determinaron como
positivas para una posible infeccién por granulovirus 9
muestras de Cundinamarca, 20 de Norte de Santan-

der, 15 de Boyacd, 26 de Narifio y 34 de Antioquia.

Estas muestras presentaron puntos blancos, brillantes y
titilantes, similares a los observados en una cepa de refe-
rencia del Perti. Las 104 que fueron positivas en la eva-
luacién en el microscopio fueron evaluadas en un bioen-
sayo en el que se infectaron larvas de primer instar de
T. solanivora, con el fin de reproducir los signos y sinto-
mas de la enfermedad. De las 104 muestras propagadas,

solamente cinco presentaron una reproduccién contun-

dente de sintomas y signos de la enfermedad (VGO001,
VG002, VG003, VG004 y VGO005).

Por otra parte, se comparé el efecto delainfeccién viral de
estos aislamientos en el desarrollo larval de T. solanivora
y de Phthorimaea operculella, y se observé una alteracién
significativa en su duracién (Cuartas et al, 2009).
Estos virus fueron purificados e identificados a través
de microscopia electrénica y técnicas inmunolégicas y

moleculares.

El andlisis mediante patrones de restriccién del

ADN revel la presencia de tres variantes genotipicas

(Espinel-Correal et al., 2010; Léry et al., 2008).

Al cuantificar la produccién de particulas virales
por miligramo de tejido de la larva de T. solanivora
infectada, no se encontraron diferencias entre los
cinco aislamientos nativos, los cuales presentaron una
produccién promedio de 4 x 107 cuerpos de inclusién
cl/mg de tejido. Sin embargo, al comparar la actividad
biocontroladora de los aislamientos, dos de ellos

alcanzaron la mayor mortalidad (100 %).

Ay /
WAL A @Y
Ly !
CeA - LAY o e

-~

Figura 11.8. Diferentes especies de levaduras utilizadas para el control biolégico del moho gris producido por

B. cinerea. a. Caracteristicas macroscépicas de las levaduras; b. Sintomas causados por B. cinerea en pétalos de rosa;

c. Sintomas causados por B. cinerea en mora.
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Fotos: Grupo de Control Biolégico de Corpoica
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Figura 11.9. Trichoderma koningiopsis seleccionada para el control bioldgico de patdgenos foliares y del suelo.

a. Caracteristicas macroscépicas; b. Caracteristicas microscépicas; c. Patégeno R. solani en estado de esclerocios en

tubérculo de papa; d. Mildeo polvoso en tomate; e. Aspecto microscépico del patégeno R. solani; f. Marchitamiento

producido por F oxysporum en tomate.

No obstante, al determinar las concentraciones letales
del virus, se seleccioné el aislamiento VG003 (Cuartas
et al., 2009) para desarrollar un bioplaguicida. Con
este se desarrollaron dos prototipos, formulados como
un granulado dispersable (wG) y un concentrado
emulsionable (Ec), y ambos contienen protectores de
luz ultravioleta, dada la susceptibilidad del virus a esta
radiacién (Chaparro, Espinel, Cotes, & Villamizar,

2010; Quiroga, Gémez, & Villamizar, 2011) (figuras
11.7d y 11.11). Teniendo en cuenta que, ademds de
su alta actividad biocontroladora contra T. solanivora
y P. operculella, el granulovirus VG003 ha demostrado
un gran potencial para el control de Tuta absoluta
(Gémez-Valderrama et al., 2017), estos prototipos de
producto podrian ser usados contra estas tres especies
de Gelechiidae en condiciones de campo.
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Figura 11.10. Seleccién de un entomopatdgeno para el control de las moscas blancas. a. Mosca blanca infectada
por L. lecanii; b. T. vaporariorum sobre hojas de tomate; c. Sintoma viral en hojas afectadas por T. vaporariorum en

tomarte.

Figura 11.11. Control bioldgico de la polilla guatemalteca de la papa con baculovirus. a. Papa infestada por T.

solanivora; b. Aspecto microscépico del granulovirus seleccionado; c. Larvas de color blanquecino y con reducido
crecimiento, debido al efecto de baculovirus; d. Producto registrado para el control de T. solanivora en almacenamiento.
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Fotos: Grupo de Control Biolégico de Corpoica

Fotos: Grupo de Control Biolégico de Corpoica

Biocomes: consorcio
para el desarrollo de nuevos
bioplaguicidas en Europa

Teniendo en cuenta la reducida disponibilidad de
bioplaguicidas para implementar programas MIpP como
un enfoque importante para reducir la dependencia del
uso de plaguicidas, se ha destacado el uso del control

biolégico, junto con métodos fisicos, culturales y otros

no quimicos (Directiva 2009/128/CE).

Dado que no se dispone de alternativas de control
biolégico contra muchos insectos plaga y patégenos
limitantes que causan grandes pérdidas econdémicas en
la agricultura y la silvicultura, la Unién Europea (ur)
decidi6 estimular el desarrollo de productos de control
biolégico, mediante la cofinanciacién del proyecto

Biocomes.

El proyecto inici6 el primero de diciembre de 2013,
terminé el 30 de noviembre de 2017 y conté con una
contribucién de €8.997.264 de la UE, y un presupuesto
total de €12.086.533. El consorcio estuvo integrado
por 13 socios industriales y 14 instituciones de
investigacién del mismo nimero de paises, quienes
trabajaron mancomunadamente en el desarrollo de

nuevos bioplaguicidas microbianos (Biocomes, 2014).

Al final de este proyecto, se espera que los socios de
Biocomes hayan desarrollado 11 nuevos bioplagui-

cidas para controlar una serie de insectos plaga y
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de enfermedades importantes en la agricultura, la
horticultura y la silvicultura. Ademas, desarrollarin
dos nuevas tecnologias para mejorar la produccién de

nematodos y virus entomopatégenos.

Algunos de los bioplaguicidas estuvieron disponi-
bles a finales de 2017 y otros estardn listos para ser
registrados y estar disponibles en el mercado a partir de
entonces. Los principales insectos objeto de desarrollo
son la polilla gitana (Lymantria dispar), el gorgojo
del pino (Hylobius abietis), el minador de la hoja del
tomate (T. absoluta), la mosca blanca, los 4fidos
de los cultivos de 4rboles frutales y la polilla de la col
(Mamestra brassicae).

Por otro lado, los principales fitopatégenos objeto de
control fueron los causantes de volcamiento (damping-
off) en viveros forestales (Fusarium spp., Phytophthora
spp. Rhizoctonia spp. y Pythium spp.); patdgenos del
suelo que afectan la colza y cereales; Monilinia spp.,
que afecta frutos de hueso, y el oidio de los cereales
(Blumeria graminis) (Biocomes, 2014).

Seleccién de microorganismos
biocontroladores de Blumeria graminis

B. graminis es un patdgeno bidtrofo que causa el
mildeo polvoso en gramineas, incluyendo trigo y
cebada (figura 11.12), algunos de los principales

cultivos a nivel mundial (Organizacidn de las Naciones

Figura 11.12. Sintomas del mildeo polvoso de las gramineas, causado por B. graminis en trigo.
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Unidas para la Alimentacién y la Agricultura [Fao],
2015). Es considerado el sexto hongo fitopatégeno
de mayor importancia (Dean et al., 2012), ya que la
enfermedad es destructiva en todo el mundo, pues en
climas favorables afecta toda la superficie foliar y causa
la marchitez de las hojas, lo que resulta en pérdidas

severas de rendimiento (Liu et al., 2012).

El proyecto, liderado por la Universidad de Wageningen,
es parte del consorcio Biocomes, tuvo como objetivo
desarrollar una solucién tecnolégica para el control de
esta enfermedad e integra también a Agro Plantarum,
GAB Consulting, Sekem Energy y Bayer CropScience.
Para su desarrollo, en 2014 se colectaron muestras de
hojas en cultivos de cereales, pastos y otras especies de
plantas afectadas por mildeo polvoso, y se obtuvieron
504, provenientes de los Paises Bajos, Alemania y

Suecia.

De estas muestras se obtuvieron 1.237 aislamientos
de hongos a partir de pustulas, y 862 de ellos fueron
seleccionados con base en los criterios de habilidad
para su produccién masiva: seguridad, tolerancia al
frio y a la sequia y resistencia a luz uvs. Se eligieron
los hongos capaces de producir 1 x 10° conidios por
caja de Petri, que no crecieran a 36 °C, con capacidad

de germinar y crecer a 5 °C, los que germinaron

y crecieron a -7 mPa y -13 mPa (Aw: 0,95 y Aw:
0,91) y los tolerantes a luz uvs, los cuales pudieron

crecer después de una exposicién de entre 1 W/m?y
4 W/m? en siete dias.

Se identificaron molecularmente (1Ts y TEF) 862
aislamientos, pertenecientesa 121 grupos taxonémicos,
y entre ellos el 74 % hacia parte de 20 de los grupos
taxondmicos mds comunes. Se encontrd que el 84,9 %
(732) cumplieron todos los criterios, y correspondieron
a 86 de los 121 grupos taxonémicos (K&hl,
& Rijk, 2016).

En esta fase de premuestreo (screening) mediante
mineria de datos al analizar los 86 grupos taxonémicos
seleccionados, se encontré que 25 de ellos eran
potenciales patégenos, 11 podian ser productores
de micotoxinas, uno era patdgeno potencial de peces
y ninguno estaba protegido por patentes (Kohl,
& Rijk, 2016).

Al realizar un ensayo de eficacia en trigo cv. Julius,
sembrado en materas, entre 185 aislamientos evaluados
se seleccionaron 10, con los que se obtuvo el menor
cubrimiento de las hojas con pustulas de B. graminis.
Estos se estudiaron en ensayos de campo a pequena

escala en trigo (figura 11.13).

862 aislamientos
preseleccionados e identificados
(121 grupos taxondmicos)

732 aislamientos
cumplieron todos los criterios
ecofisiologicos

185 seleccionados

para

bioensayos

Figura 11.13. Del aislamiento a la seleccién de potenciales biocontroladores para el control del mildeo polvoso de

las gramineas B. graminis.

Fuente: Elaboracién propia
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Definicién del valor de la tecnologia

Los productos biotecnoldgicos como los bioplaguicidas
deben representar una solucién costoefectiva para
un problema fitosanitario limitante. Para logratlo, es
necesario conocer el valor que tiene la tecnologia para
sus usuarios potenciales, desde la concepcién de la
idea hasta su efectiva implementacién en condiciones
de campo. Conseguirlo requiere el desarrollo de varias

etapas, que se describen a continuacién.

Fase 1. Disefio de producto
orientado hacia el mercado

Durante el disefio conceptual del producto y desde el
inicio de la prueba de concepto, es muy importante
incluir a los usuarios finales del futuro bioplaguicida en
el centro del proceso de innovacidén. Se debe conocer
al cliente potencial, comprender sus pricticas actuales,
identificar las tecnologias competitivas existentes y
futuras y proveer al equipo de desarrollo directrices
solidas para enfocar su programa de investigacién
y desarrollo en las caracteristicas que debe tener el
producto para ofrecer el mayor valor agregado a los

usuarios finales de la tecnologia.

En esta etapa se desarrolla una vigilancia tecnoldgica,
que es un proceso sistemdtico y permanente de
busqueda, captacién, recoleccién, anilisis y difusién
de informacién publica estratégica en el entorno de la
organizacion, asi como del seguimiento y analisis del

entorno de los competidores.

También es importante hacer un ejercicio con la
metodologia Quick Look, para conocer de forma ripida
el potencial comercial de cada proyecto de desarrollo de
un nuevo bioplaguicida, desde aprender cémo describir
la tecnologia para alguien que no es experto hasta ver
el potencial de mercado y sus recomendaciones para

avanzar con el proceso de transferencia.

Segmentacién de mercado

No todos los posibles usuarios finales del bioplaguici-

da en desarrollo son iguales. Se diferencian en aspectos

como: la intensidad de las plagas (insectos o fitopaté-
genos), en funcién de la regién y del clima; los méto-
dos de produccién; la microeconomia de las granjas; su
nivel de integracién en la cadena de valor; los perfiles
socioecondmicos, las maneras en que toman decisiones
para la adopcidn de nuevas tecnologias (adoptadores

tempranos frente a seguidores), y muchos més.

En consecuencia, los diversos usuarios finales valorardn
de modo diferente las mismas caracteristicas de una
oferta tecnoldgica. Algunos le atribuirdn un mayor peso
a la eficacia que a la seguridad, algunos productores
exigen que el bioplaguicida pueda ser incorporado
directamente en el flujo de trabajo especifico de sus
operaciones, y en otros prima la sensibilidad al precio
del producto. Estas prioridades pueden ser percibidas
de forma distinta por otros posibles usuarios de la

tecnologia.

Para captar la diversidad del mercado, los potenciales
usuarios finales del bioplaguicida se agrupan en grupos
homogéneos, llamados segmentos (Gavett, 2014). Un
segmento de mercado incluye clientes que atribuirdn el
mismo valor a las caracteristicas distintivas del futuro

producto.

Por ejemplo, si el producto de biocontrol tiene cinco
propiedades técnicas, es decir, 1, 2, 3, 4, 5, cada
segmento de clientes podra clasificar sus preferencias
de diferente manera; por ejemplo, uno las priorizard

como 2,3, 1,5,4,y otro las catalogard como 3, 5,4, 2, 1.

Con una segmentacién de mercado, el equipo de
investigadores encargados del desarrollo adquiere
una comprensiéon mds sutil de los problemas que
el productor pretende abordar, y contard con una
herramienta prictica para identificar las caracteristicas

importantes que el bioplaguicida debe tener.

Panorama competitivo

El usuario final nunca evaluari el valor del futuro
bioplaguicida en términos absolutos, sino en compa-
racién con las otras opciones tecnoldgicas disponi-
bles. Para ser adoptado por el mercado, es necesario

que el valor creado por el nuevo bioplaguicida, me-
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nos sus costos, sea superior al de la siguiente mejor
alternativa de control a la cual el productor tiene

acceso.

Por lo tanto, a partir de la fase 1, el equipo de desarrollo
identificard y seleccionara las tecnologias con las que
quiere competir, es decir, las mejores alternativas.
Esta encuesta incluird las tecnologias existentes, asi
como las que estdn en proceso de desarrollo y que
probablemente estardn disponibles en el momento del

lanzamiento del nuevo bioplaguicida.

La encuesta, ademds de abarcar la competencia del
mismo tipo de bioplaguicidas, debe hacerlo también
con las tecnologfas alternativas, incluyendo las
emergentes. Por tltimo, es necesario considerar que
el panorama competitivo también podria variar de un

segmento de mercado a otro.

Cualquier tecnologia tiene su propio ciclo de vida,
con fases de iniciacidn, desarrollo, madurez y declive.
Con este panorama competitivo, los desarrolladores
del nuevo bioplaguicida evaluarin la ventana de
oportunidad que tienen a su disposicién para lanzar y

explotar la tecnologia.

Disefio de producto
impulsado por el mercado

Al final de la fase 1, el equipo de desarrollo debe tener
una idea concreta del bioplaguicida por desarrollar,
la cual considera todos los resultados obtenidos en la

prueba de concepto.

Por lo tanto, este no solo debe incluir los elementos
técnicos, sino también los segmentos de mercado
objetivo seleccionados y las tecnologias competitivas
con las que se va a comparar el nuevo bioplaguicida. En
este punto se establece una estimacién aproximada del
valor del mercado potencial.

De forma similar a la formulacién y validacién
experimental de hipétesis cientificas y técnicas en la
fase de viabilidad, al final de la prueba de concepto
se elaboran hipdtesis sobre la creacién de valor
para segmentos de mercado especificos, y ventajas
diferenciales frente a las tecnologias competitivas.
También estardn sujetas a un proceso de validacién

durante la fase de factibilidad.

Fase 2. Factores del negocio:
propuesta de valor para el cliente

En la fase de factibilidad, el disefio del bioplaguicida
establecido al final de la fase de prueba de concepto se
convierte en un prototipo en el cual se consideraron
los elementos de valor para los segmentos de mercado
objetivo y las caracteristicas diferenciales frente a las

mejores alternativas existentes.

Elementos de valor

En esta etapa, las caracteristicas técnicas del bio-
plaguicida en desarrollo, validadas en condiciones
experimentales, se traducen en términos de beneficios
para los segmentos de mercado objetivo, los cuales
a su vez se traducen en valor econémico, es decir, lo
que valen en términos monetarios para los clientes
(Anderson & Narus, 1999; Anderson, Narus, & Van
Rossum, 2006).

La traduccién de las caracteristicas técnicas del
bioplaguicida en valor para el cliente se ilustra
mediante el siguiente ejemplo. Gracias a una mejora
de la formulacién, la duracién de la actividad de un
bioplaguicida se multiplica por un factor de 2. Como
resultado, el niimero de aplicaciones del producto en
campo se reduce de 6 a 3, con un ahorro de US$60
por hectdrea. En este caso, la caracteristica técnica es
el aumento de la duracién de la actividad, el beneficio
para el productor es una simplificacién de la aplicacién

de campo y el valor es US$60 por hectdrea.

Establecimiento de elementos de valor

La interaccién directa del equipo de investigadores
responsables del desarrollo del bioplaguicida con
los clientes potenciales es un requisito previo para el
establecimiento de la lista de elementos de valor del

producto.

Se trata de un proceso de tres pasos: 1) el equipo de
desarrollo presenta un primer conjunto de elementos
de valor potencial de la oferta técnica, basado en

informacidn secundaria y en su conocimiento interno;
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2) se elabora una cuidadosa seleccién de clientes
potenciales, en funcién de la segmentacién del
mercado, y se les realizan entrevistas en profundidad
para probar las hipdtesis iniciales y recopilar posibles
nuevos elementos; 3) sobre la base de la investigacién
de campo, se establece y valida la lista definitiva de

elementos de valor.

En consecuencia, los elementos de wvalor del
bioplaguicida en desarrollo se comparan con las
mejores alternativas que se han seleccionado. Para cada
elemento de valor y cada mejor alternativa siguiente,
la posicién del bioplaguicida se establece como igual,

superior o inferior.

Propuesta de valor

Al final de la fase 2, el equipo de desarrollo es capaz
de sintetizar todos los elementos de valor que han
demostrado ser viables en una propuesta, mediante
una ecuacién que resume todo el valor creado por
las caracteristicas del bioplaguicida, y resta todos los
costos asociados a la compra del producto (en este
momento se dispone de una estimacién de los costos
de produccidn) y el costo de las aplicaciones (equipos,
nimero de aplicaciones y mano de obra involucrada,

entre otros elementos).

La propuesta de valor se establece para cada segmento
de mercado y se definen de forma objetiva las
diferencias con las segundas mejores alternativas. En
ese punto, esta propuesta del bioplaguicida permite

ajustar el mercado potencial por segmentos (Anderson,

& Narus, 1999; Anderson et al., 2006).

Fase 3. Estrategia de mercadeo

Con la optimizacién y validacién definitiva de las
caracteristicas del producto, incluyendo su eficacia,
seguridad y costo, el equipo de desarrollo estd
en condiciones de decidir sobre la estrategia de
comercializacién para lanzar el bioplaguicida en el

mercado.

El objetivo de una estrategia de mercadeo es doble:
a) optimizar la adopcién del bioplaguicida por el

mercado, generando ventas a través de la entrega de

Control bioldgico de fitopatégenos, insectos y dcaros

valor agregado a los usuarios finales, y b) obtener un
retorno justo de la inversién hecha durante el desarrollo

de la tecnologia.

Segmentacién del mercado objetivo

Como se menciond anteriormente, la propuesta de valor
del bioplaguicida varia en funcién de los segmentos
de mercado. Para algunos de ellos el producto podria
entregar un valor mucho més alto que para otros, lo que
conduce a mayores ingresos y, por lo tanto, a margenes

de ganancia que pueden ser mds altos.

Sin embargo, los costos que implica promover y vender
el bioplaguicida también varfan en gran medida. Por
ejemplo, si los clientes de un segmento dado estin
geogrificamente dispersos, sin red de comunicacién,
el costo de alcanzarlos podria ser mayor que el
requerido para llegar a un segmento consolidado y
bien organizado. Ademds, la posicién competitiva del
bioplaguicida en los diferentes segmentos determinara
la capacidad de captar diversos porcentajes del
mercado.

Integrando los objetivos de volumen y beneficio,
el mercado potencial por segmentos y los recursos
disponibles, para el lanzamiento del producto se decide
un enfoque dirigido a algunos segmentos especificos.
Esta segmentacién del mercado objetivo es un paso
importante para maximizar la rapidez de la penetracién
del bioplaguicida en el mercado, concentrar los recursos
donde mis se justifique su inversién y optimizar la

probabilidad de éxito.

Estrategia de mercadeo

Una vez seleccionados los segmentos objetivo, la
estrategia de mercadeo para cada uno de ellos se define
a lo largo de cuatro lineas: 1) posicionamiento, 2)
precio, 3) promocién y 4) lugar (Ioraité, 2016).

El posicionamiento permite que la propuesta de valor
para los clientes objetivo esté claramente establecida,
asi como los elementos diferenciales de la segunda
mejor alternativa; el precio se determina teniendo en
cuenta la elasticidad-precio en el segmento, el precio

de las alternativas y el valor agregado. Por su parte, la
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promocidn se refiere a los medios de comunicacién
que se desplegardn, y el lugar alude a los canales de

istribucidn para llevar los productos a los usuarios
distrib 11 1 duct 1

finales.

Proyecciones financieras
y plan de implementacién

La estrategia de mercadeo conduce al desarrollo de las
previsiones de ventas y a la evaluacién de los costos
operativos para el lanzamiento del bioplaguicida.
Las proyecciones de los costos de produccién, y
eventualmente la definicién del capital necesario para
el proceso de fabricacién, se integran con los costos
operativos y de ventas, en un modelo financiero que es
fundamental para optimizar el desempefio econdémico
del proyecto. Con este propdsito se realizan varias
simulaciones del modelo (analisis de sensibilidad),
para identificar los principales riesgos y factores de
éxito (Samonas, 2015).

Al final de la fase 3, se elabora un plan de
implementacién detallado para el lanzamiento del
bioplaguicida, acompafnado de algunas medidas para

mitigar los riesgos identificados.

Fase 4. Entrada de negocios:
entrega de valor

En [a dltima fase, se implementa el plan definido para
entregar el valor del bioplaguicida. En esta etapa,
el equipo de desarrollo debe prestar atencién a dos
aspectos primordiales: 1) la documentacién final sobre
el valor entregado y 2) la seleccién del modelo de

negocio éptimo.

Documentacién del valor entregado

En el mercadeo de empresa a empresa, las descripciones
sencillas no son suficientes. Los clientes esperan que
los proveedores demuestren inequivocamente el valor
que entrega la oferta del producto, en las condiciones
reales de sus operaciones y con sus propios criterios.
Por lo tanto, en la cuarta fase, los desarrolladores de
bioplaguicidas tienen que llevar a cabo ensayos de
campo diferentes a los que se desarrollan para cumplir

con los requisitos reglamentarios.

El objetivo de estos ensayos de campo es demostrar y
cuantificar el impacto que la aplicacién del bioplaguicida
tiene en la microeconomia de las granjas de clientes
objetivo. Estas pruebas son costosas y complejas,
pues requieren una gran comprensiéon de los modelos

econdémicos de los clientes.

Seleccién del modelo de negocio éptimo

Existen diferentes opciones de modelo de negocio para
el desarrollador de un bioplaguicida, como se da en el
sector de la biotecnologia, en el que un determinado
producto puede pasar por diferentes empresas o
entidades entre el inicio de la prueba de concepto y
su comercializacién, ya que puede involucrar centros
de investigacién publicos o privados y grandes

corporaciones o multinacionales.

La regla del juego en esta cadena de valor consiste
en que, en cada paso, el actor involucrado sea capaz
de agregar valor a la tecnologia y licenciarla hacia
el siguiente actor, mientras se realiza un retorno de
la inversidn. Existen varios tipos de acuerdos entre
dos actores de la cadena de valor, como contratos de
investigacidn, codesarrollo, fabricacién o acuerdos de

servicios.
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Conclusiones

La seleccién de un agente de control bioldgico para el desarrollo de un bioplaguicida
implica el cumplimiento de maltiples etapas, que incluyen el conocimiento del patégeno y
la enfermedad que produce, o del insecto plaga y los dafios que causa, ademas del estudio
del biocontrolador, del cultivo objeto de control y de las interacciones entre estos y el medio

ambiente.

También, en etapas tempranas, se debe realizar el estudio sobre el potencial de mercado del
producto que se pretende desarrollar, lo cual exige un conocimiento profundo acerca del

nivel tecnoldgico y socioeconémico de los productores a quienes se dirigira la tecnologfa.

Por lo tanto, el desarrollo de bioplaguicidas no puede ser visto solo desde las disciplinas
de la fitopatologia o la entomologia, sino que involucra un trabajo interdisciplinario, que
debe tener como foco el valor que este nuevo producto representara para el cliente y para

la sociedad.
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