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RESUMEN: El Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria cuenta con una tecnologia para la fabricacién
de un bionematicida agricola conocido como KlamiC, que se obtiene a partir dela cepa IMI| SD 187 del
hongo Pochonia chlamydosporia var. catenulata (Kamyscho ex Barron y Onions) Zarey W. Gams, agente
de control bioldgico de nematodos formador es de agallas. Durante cinco afios se han producido 98 lotes a
una escala piloto de 25 kg que representan més de 1500 kg de producto. L os indicadores de calidad de
KlamiC se han mantenido dentro de los rangos establecidos para el producto con un comportamiento
promedio de concentracion de 1,6x107 clamidosporas.g de sustrato?, 91,32% de viabilidad de las
clamidosporas, 77,04% de parasitismos de huevos de M. incognita, 5,43% de contenido de agua y una
concentracion de microorganismos contaminantes de 8,1x10* UFC.g de producto®. La aplicacién de la
tecnologia de fermentacion en estado solido en bolsas de polipropileno bajo e cumplimiento de las buenas
practicas de fabricacién ha permitido la obtencién de un inéculo de calidad utilizado principalmente en
los estudios de car acterizacién, para los ensayos de toxicologia y ecotoxicologia, for mulacion, asi como en
las aplicaciones en cultivos protegidos y huertos intensivos para demostrar las capacidades del hongo de
establecerse en el sueloy dereducir las poblaciones del nematodo.

(Palabras clave: Pochonia chlamydosporia; Meloidogyne spp.; bionematicida; fabricacion de bioplaguicidas;
gestion de la calidad)

KLAMIC: TECHNICAL-PRODUCTIVE EXPERIENCE

ABSTRACT: The National Center of Animal and Plant Health has a technology for manufacturing an
agriculture bionematicide known as KlamiC. It is obtained from the strain of the fungus SD 187 IMI
Pochonia chlamydosporia var. catenulata (Kamyscho ex Barron and Onions) Zareand W. Gams, which is
a biological control agent of root-knot nematodes. For five years, 98 batches of 25 kg at pilot scale have
been produced, representing mor e than 1500 kg of product. The quality indicator s of the product KlamiC
have remained within the ranges established for the product with an average concentration of 1,6x10’
chlamydospore.g of substrate?, 91,32% viability of chlamydospores, 77,04% parasitism of M. incognita
egos, 5,43% water content and a concentration of micro-pollutants of 8,1x10* CFU.g of product 1. The
application of the fermentation technology in solid state in polypropylene bags under the fulfilment of
good manufacturing practices has enabled the obtaining of a quality inoculum, mainly used in
characterization studiesfor toxicological and ecotoxicological testing, formulation, aswell asin applications
in sheltered crops and intensive orchar ds to demonstr ate the capabilities of the fungusto settlein the soil
and reduce nematode populations.

(Key words: Pochonia chlamydosporia; Meloidogyne spp.; bionematicide; manufacture of biopesticides;
guality management)

En Cuba la Agricultura Urbana ha proporcionado tituyen modalidades tecnoldgicas superiores para la
un incremento relevante en la produccién de vegeta- produccion de hortalizas dentro de este sistema (4),
les frescos y sanos para el consumo de la poblacion donde se cultiva un alto nimero de especies y varie-
(1,2,3). Los organopdnicos y huertos intensivos cons- dades de plantas, que son afectadas por un conjunto



de plagas y enfermedades, en especial, los nematodos
formadores de agallas, que ocasionan fuertes dafos
y reducen los rendimientos (5).

La cepa IMI SD 187 de Pochonia chlamydosporia
var. catenulata (Kamyscho ex Barron y Onions) Zare
y W. Gams fue seleccionada como agente de control
bioldgico potencial de Meloidogyne spp. (6). Atendien-
do a las potencialidades de esta cepa para el control
de nematodos formadores de agallas, se han esta-
blecido como principales direcciones de trabajo la
obtenciéon de un producto comercial y la propuesta
fundamentada de una estrategia de manejo que per-
mita una aplicacion eficaz y segura en sistemas de
produccién intensiva de hortalizas (7).

Para dar respuesta a estos objetivos se desarrolld
la produccién de un bionematicida a partir de una tec-
nologia de Fermentacion en Estado Sélido en Bolsa
(FESB) con la aplicacion de Buenas Préacticas de Fa-
bricacion (BPF).

Requisitos paralafabricacion

A partir del disefio y aplicacion de esta metodolo-
giay de la creacion de una guia de BPF se definieron
requisitos especificos para la fabricacion de este tipo
de producto, logrando los siguientes resultados:

* Se adapto una instalacion con un flujo unidireccional,
una adecuada segregacion de las operaciones, mi-
nimo riesgos de errores, limpieza efectiva, preven-
cién de contaminacion cruzada, y en general cual-
quier efecto no deseado sobre el producto.

» Se establecié la estructura, responsabilidades e
interrelaciones del personal, y la capacitaciéon para
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cada plaza vinculada a la evaluacion del desempe-
fio de cada trabajador.

* Se disefid un sistema de documentacién que reco-
ge toda la informacion generada durante el proceso
productivo de un lote, lo cual permite seguir la
trazabilidad y otorgar la liberacion de los productos
y SuU seguimiento pos comercializacion.

* Se definieron los requisitos de calidad para la identifica-
cion, estabilidad y proteccién de la cepa de produccion.

* Se caracteriz6 cada proceso y el ambiente desde el
punto de vista fisico y microbiolégico, asi como los
residuales.

* Se establecieron las especificaciones y métodos de
evaluacion de todas las materias primas, productos
intermedios y final que intervienen en la produccion.

* Se identificaron los puntos de controles de procesos
y con herramientas estadisticas los rangos o valo-
res que permitieran normalizar la produccion.

 Se estandarizaron los ensayos de evaluacion y el
muestreo para el control de proceso y producto final.

Resultados del control de la calidad

En los primeros afios la mayoria de los lotes fabri-
cados fueron utilizados para el estudio de mejoras de
procesos, definicion de especificaciones de produc-
tos intermedios y producto final (Tabla 1).

El comportamiento promedio de estos requisitos
se puede apreciar en la Tabla 2, donde se mantiene
un cumplimiento de todas las especificaciones, a pe-
sar de que existe una alta variabilidad, elemento in-
trinseco en estos procesos donde interviene un mi-

TABLA 1. Resumen de la especificacion de calidad del bionematicida KlamiC./ Summary of the quality specification of

the bionematicide KlamiC

Requisitos de calidad M étodo de ensayo

Criterio de aceptacion

Caracteristicas Observacioén visual

organol épticas

Bolsas de polipropileno que contiene un granulado
de color ocre

Masa promedio USP XXIX (8)

5009 o 1kg £10%

Identidad Viabilidad y conteo de

clamidosporas

Conidios en cadenas y presencia de clamidosporas

Concentracion del
principio activo camara de Neubauer

Kerry y Bourne (9)

Conteo de clamidosporas en

3 5x10° clamidosporas.g de sustrato™

Actividad biolégica Viabilidad y parasitismo

Kerry y Bourne (9)

3 85% de viabilidad de clamidosporas
370% de parasitismo de huevos de M. incognita
cada cuatro lotes

Limite microbiano
USP XXIX (8)

Contaminacion
microbiana

Menor de 10° UFC.g de producto™
No presencia de bacterias, ni hongos patégenos

Contenido de agua USP XXI1X (8) o

Balanzainfrarroja

Menor eigual a 7%

Hermeticidad FEUM (10)

Bolsas de polipropileno herméticas
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TABLA 2. Resultados del control de calidad de los lotes de KlamiC en

quality control of KlamiC batches in five years of production

cinco afios de produccién./ Results of the

Afo Concentracion Viabilidad Contaminacion Contenido Actividad bioldgica

(10" clam.g*+ DS) (% + DS) (10° UFC.g sustrato™ de agua (% de parasitismo de
+ DS) (% £ DS) huevos de M. incognita)

2003 2,03+£1,14 92,94 £ 1,49 1,90+ 3,70 8,26 + 1,03 77,0£ 2,10

2004 2,27 + 1,40 90,61 + 2,70 0,030 + 0,043 3,93+ 0,70 79,2 + 3,23

2005 2,16 £1,25 91,67 £ 2,44 0,92 £ 0,26 5,90 + 2,39 76,0 £ 2,12

2006 0,87 + 0,47 90,00 + 2,80 0,036+ 0,017 4,05+ 1,01 75,0+ 1,01

2007 1,05 + 3,40 91,39 + 1,47 0,085 + 2,40 5,05+ 1,69 78,0+ 1,90

Promedio 1,60 + 1,52 91,32 £ 2,17 0,81 + 0.88 543+ 1,20 77,04 £ 2.27

croorganismo vivo que depende de multiples facto-
res para lograr un crecimiento estable y de la poca
automatizacién de este proceso.

En el primer afio no se cumpli6 el indicador del 7%
de contenido de agua, porque la metodologia de se-
cado no permitia alcanzar este valor. Con el desarro-
llo de las producciones se fueron ajustando las condi-
ciones para lograr disminuir el contenido de agua, lo
que finalmente se alcanzé. Este indicador es de vital
importancia, ya que se logra exponiendo el producto
a condiciones de secado y como se conoce tempera-
turas superiores a los 30°C afectan la viabilidad de
las clamidosporas de la cepa IMI SD 187 de P.
chlamydosporia var. catenulata (6,11,12).

El mantenimiento de la concentracion de contami-
nantes viables por debajo de 10° UFC.g de sustrato?
se explica por laimplementacion de adecuadas prac-
ticas de fabricacion en los diferentes momentos del
proceso productivo y al andlisis sistematico de los
puntos criticos y la toma de acciones correctivas efi-
cientes. La contaminacion del producto, constituye una
de las dificultades en estas producciones, donde se
informan resultados muy variables para este indica-
dor que van desde 10° hasta 10® UFC.g de sustrato?
(13,14) y que son muy dependientes de las condicio-
nes y método de produccion.

Resultados productivos

Las mejoras al proceso de produccion y la
implementacion en paralelo de las Buenas Practicas
de Fabricacion, han permitido que se disponga de este
producto, como se observa en la Figura 1.

La planta de produccion de KlamiC cuenta con la
licencia de la instalacion otorgada por el Centro Na-
cional de Seguridad Biolégica (CNSB). Tiene una ca-
pacidad mé&xima de produccion de tres lotes mensua-
les de 25 kg de sustrato inicial por lote. Las produc-
ciones se han incrementado hasta alcanzar 27 lotes
en el afio 2007. En estos primeros cinco afios de pro-
duccion se han fabricado 98 lotes que representan
mas de 1500 kg de producto.
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FIGURA 1. Produccion de KlamiC en €l periodo 2003-
2007./ KlamiC production in the period 2003-2007.

La tecnologia de produccién masiva mediante
FESB tiene como limitante que para la obtencién de
las clamidosporas se requiere de un alto periodo de
incubacion y de operaciones manuales que atentan
contra la factibilidad econémica del producto final.

Estos resultados aunque son alentadores, obligan
a trabajar en la optimizacion del proceso productivo
para mejorar los rendimientos y disminuir las mermas
por concepto de contaminacion microbiana. Otra via
es la obtenciéon de nuevas formulaciones que
incrementen los niveles de concentracion de
clamidosporas por gramo de sustrato inicial, alarguen
la vida util del producto y hagan mas resistente a la
clamidosporas a los efectos del ambiente.

Los lotes producidos se han utilizado principalmen-
te para la caracterizacion morfoldgica, enzimatica y
molecular (15) y para demostrar la seguridad del uso
del producto a través del desarrollo de pruebas
toxicoldgicas y ecotoxicoldgicas, lo cual avala su mi-
nimo riesgo para la salud animal, humana y para el
ecosistema (16) y para evaluar su efectividad como
agente de control bioldgico de nematodos formadores
de agallas.

El producto se ha aplicado con éxito en areas ex-
perimentales, tineles y organopoénicos (17). Recien-
temente se desarroll6 una metodologia para la apli-
cacion de KlamiC, dentro de una secuencia de culti-



vos hospedantes y pobres hospedantes de
Meloidogyne spp. en sistemas de produccién
sostenibles de hortalizas; demostrando que una apli-
cacién anual del hongo asegura su persistencia en el
suelo y reduce en mas de un 90% las poblaciones de
nematodos (12).

KlamiC es un producto que se encuentra en trami-
tes de Registro, ha demostrado ser inocuo para el
hombre, animales y plantas, y es compatible con otros
hongos agentes de control biolégico que habitan en
el suelo. La tecnologia de produccién conjuntamente
con la aplicacién de BPF, han permitido una produc-
cion sostenida de este producto con el cumplimiento
de sus especificaciones de calidad, asegurando asi
el indculo necesario para todos los estudios que per-
mitan su introduccion segura y eficaz en el manejo de
nematodos del género Meloidogyne en los cultivos
agricolas.
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