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INTRODUCCION

Alba Marina Cotes P.

Las moscas blancas son consideradas la principal plaga a nivel mundial. Dentro de
éstas Bemisia tabaci (Gennadius) (Homoptera: Aleyrodidae) es una de las mas
limitantes debido al gran numero de hospedantes que ataca, a los danos directos e
indirectos que ocasiona, a su amplia distribuciéon geografica y a la ineficiencia que para
su control han mostrado los insecticidas quimicos (Rodriguez y Cardona 2001).

En América, B. tabaci afecta al menos 23 cultivos, desde el sur de los Estados Unidos
hasta Argentina y en todos los paises del Caribe. En zonas neotropicales, estos
incluyen frutales, hortalizas y ornamentales de gran importancia nutricional vy
econdmica tales como melén, sandia, uva, tomate, pepino, habichuela, frijol, papa,
mani, algodén, soya, crisantemo y poinsettia (Hilje 1996; McAuslane 2000).

Aunque es dificil cuantificar adecuadamente el impacto causado por las moscas
blancas sobre la produccién, se ha demostrado que B. tabaci ha causado pérdidas
anualmente por mas de US $ 500 millones en la produccién agricola de USA, durante
los ultimos 15 anos (Gerling 2002). No obstante, a las pérdidas per se debe sumarse
el aumento en los costos de produccion, debidos sobre todo al uso de insecticidas. Por
ejemplo, un diagnéstico realizado en Colombia reveld que los productores hacen 12 o
mas aplicaciones de insecticidas, con 32 diferentes ingredientes activos (40% de
organofosforados, 11% de carbamatos, 12% de piretroides y 29% de insecticidas de
nueva generacion). Asi mismo, el 46% de los agricultores encuestados abandoné su
cultivo alguna vez, por las pérdidas, y cerca del 40% tuvo pérdidas de 50-100%
(Rendodn et al., 2001). Actualmente, B. tabaci ha demostrado en algunas zonas ser
resistente a varios de los insecticidas usados para su control (Cardona et al., 2001), lo
cual tiene serias implicaciones econdémicas y ambientales, ya que los agricultores usan
mayores dosis de estos productos, elevando los costos de produccién y generando
mayor contaminacién al ambiente

Los problemas con moscas blancas han alcanzado magnitud mundial en los ultimos
afos, lo cual ha hecho que se dediquen grandes esfuerzos en investigacion basica y
métodos de control (Quintero et al., 2001), es asi como el control biolégico se presenta
como una de las alternativas mas promisorias dentro de los programas de Manejo
Integrado de Plagas (MIP), soportados por los éxitos hasta ahora logrados y en el
avance en conocimiento basico sobre los tres principales grupos de enemigos
naturales: parasitoides, depredadores y hongos entomopatégenos (Lépez-Avila 2000;
Lépez-Avila et al., 2001). En ese sentido, el Laboratorio de Control biolégico de
CORPOICA ha dedicado importantes esfuerzos de investigacion al aislamiento y
evaluacion de microorganismos entomopatégenos, asi como a la produccion,
formulacion y evaluacién en campo de los mismos. Esto ha conducido al desarrollo de
prototipos de bioplaguicida que ademas de haber demostrado ser altamente eficientes
en el control de las moscas blancas en condiciones comerciales de cultivo tanto en
invernadero como en campo, han mostrado su bajo impacto ambiental contra
enemigos naturales del tipo depredadores y parasitoides que podrian coadyuvar en el
control de la plaga. Teniendo en cuenta el impacto de B.tabaci sobre diferentes
sistemas de produccion, los resultados de investigacion tendientes al desarrollo de
estrategias bioldgicas de manejo de este insecto se mencionan a continuacion.
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1. Problematica de Bemisia tabaci en Colombia
Carlos Espinel C. ; Lissette Torres T.; Aristobulo Lépez-AviIa

Entre las mas de 1200 especies de moscas blancas (Hemiptera:Aleyrodidae) que se
encuentran descritas en el momento, s6lo unas pocas se consideran de importancia
econdémica debido al dafio ocasionado en diferentes cultivos del mundo, tanto en
campo abierto como en condiciones de invernadero (Lépez-Avila, 1994). Dentro de
estas especies de mosca blanca sobresalen por su importancia econdmica
Trialeurodes vaporariorum (Westwood), Bemisia tabaci (Gennadius) y Bemisia
argentifolii  Bellows & Perring. La importancia econdmica de estas especies se
relaciona con la amplia distribucion geografica, con el tipo de dafio que ocasiona y con
el gran numero de cultivos afectados (Rodriguez y Cardona, 2001).

1.1. Dano

La mosca blanca B. tabaci se ha encontrado atacando mas de 500 especies de
plantas agrupadas en 74 familias, en hospedantes que incluyen, tomate, pepino,
habichuela, frijol, papa, mani, algodén, soya, meldn, patilla y ornamentales como
crisantemo y poinsettia (McAuslane, 2000). Los danos ocasionados por el insecto se
pueden dar por la succién de savia y por la inyeccién de toxinas a través de la saliva,
ocasionando el debilitamiento de la planta o0 manchas cloréticas. En ataques intensos
se producen sintomas de deshidratacion, disminucién o detencién del crecimiento. De
igual forma, la excrecion de miel de rocio sobre hojas, flores y frutos proporciona el
medio adecuado para el establecimiento del hongo Capnodium sp., lo cual ocasiona
reduccion de la fotosintesis y respiracion de la planta, disminucion en la calidad de la
cosecha y mayores gastos de comercializacion. Asi mismo, B. tabaci es transmisora
de virus patogénicos en diversos cultivos, tales como el virus del encrespamiento
amarillo de la hoja del tomate, el virus dorado del tomate, el virus moteado del tomate
y del virus del mosaico dorado del frijol (Infoagro, 2004). En algunos cultivos, tales
como tomate, la presencia de un solo adulto de mosca blanca por planta es suficiente
para causar el 100% de infeccién con geminivirus (Faria y Wraight, 2001).

En algunas regiones del Brasil el dafio ocasionado por mosca blanca alcanzé el 100%
de disminucion en los rendimientos de leguminosas (Martines y Peixoto, 1988; citado
por Lépez-Avila y Garcia, 2000). En Cuba hubo reducciones de rendimiento de un
63% en tomate y de 65% en frijol (Murguido et al., 1997; citado por Lépez-Avila y
Garcia, 2000).

Teniendo en cuenta la severidad del dafo producido por esta especie en sus
hospedantes se ha podido distinguir dos biotipos, A y B, ya que mediante sus
caracteres morfolégicos no es posible. Es asi como el biotipo B presenta un mayor
rango de hospedantes y una mayor densidad de poblacion que el biotipo A. Ademas,
tiene la capacidad de inducir desordenes fisiolégicos manifestados por sintomas
caracteristicos en tomate, cruciferas y algunas cucurbitaceas, entre otras (Brown et al.,
1995; citado por Quintero et al.,, 1998). Tal es el caso de la maduracion irregular del
fruto del tomate, el cual presenta externamente una coloracion roja e internamente una
coloracién blanca y de consistencia dura; dicho dafo ocasioné pérdidas por 25
millones de délares en 1989, en el estado de la Florida (Mc Auslane, 2000).



El biotipo B fue descrito por Bellows y Perring en 1993 como una nueva especie y la
denominaron Bemisia argentifolli, sin embargo hay dudas serias sobre si realmente es
una especie diferente.

En Colombia, los primeros indicios de la presencia del biotipo B surgieron a finales de
1994 en la Costa Atlantica, donde se presentaron grandes pérdidas en algodon,
debido a la excesiva presencia de miel de rocio, y a principios de 1995, por la
maduracién no uniforme de los frutos de tomate y el desarrollo de plateado en hojas
de algunas cucurbitaceas. La presencia del biotipo B se confirmé mediante estudios
bioguimicos, moleculares y etioldgicos realizados por Quintero et al., (1998).

Por otra parte, en un estudio realizado sobre la incidencia de la plaga y las pérdidas
ocasionadas en varias regiones de Colombia, se mostré una mayor incidencia de la
plaga en los departamentos de Tolima, Cundinamarca, Santander y Cesar, con
pérdidas que oscilaron entre el 25 al 100% en cultivos de frijol, tomate, pepino, meldn,
algodén y tabaco. En los departamentos de Magdalena, Guaijira y Atlantico, la mosca
blanca se presenté de manera aislada en algunos municipios aunque su incidencia
fue elevada y registr6 pérdidas hasta del 100% en cultivos de tomate, patilla, col y
melén (Lopez y Garcia, 2000).

1.2. Alternativas de control

Se han disefiado diferentes estrategias de manejo de la mosca blanca, siendo la del
control quimico la herramienta mas utilizada y en ocasiones la uUnica. En ataques
severos se ha llegado a frecuencias de aplicacion muy altas, de hasta 11 6 12
aplicaciones, generalmente en mezclas, durante un periodo vegetativo de apenas 80 a
90 dias (Prada et al., 1994; Lopez-Avila y Garcia, 2000).

Aparte del riesgo ambiental y de salud humana, el uso inadecuado de plaguicidas
quimicos ha acarreado un gran problema, que es el desarrollo de resistencia de la
mosca blanca a los insecticidas. Los biotipos A y B de B tabaci han mostrado
resistencia a una amplia gama de insecticidas tradicionales como los organoclorados,
organofosforados, carbamatos y piretroides, asi como insecticidas mas novedosos
como reguladores de crecimientos y nicotinoides (Cardona et al., 2001).

En Colombia se detectaron niveles moderados de resistencia a monocrotofos vy
metamidofos, bajos para profenofos y carbofuran, intermedios para metomil y altos
para los piretroides, cipermetrina y deltametrina (Buitrago et al., 1994). En un estudio
sobre la resistencia a insecticidas por parte de mosca blanca realizado en municipios
del norte de Ecuador, la regién Andina y Caribe de Colombia, se mostré que el biotipo
B de B. tabaci fue muy resistente a metomil en nueve de 10 localidades estudiadas,
altamente resistente a metamidofos en toda la Costa Atlantica y medianamente
resistente a cipermetrina en tres localidades de la costa (Cardona et al., 2001).

Debido a las pérdidas ocasionadas y a las dificultades para realizar el control de
mosca blanca mediante métodos quimicos, se ha hecho esfuerzos en la busqueda de
alternativas para su manejo, dentro de las que se destaca el control biolégico incluido
en un programa de manejo integrado. Lo anterior se soporta por los éxitos logrados y
el avance en el conocimiento basico sobre los tres principales grupos de enemigos
naturales como los hongos entomopatdgenos, los parasitoides y depredadores (Lopez-
Avila, 1994).

Los hongos entomopatdégenos Beauveria bassiana, Paecilomyces spp. y Lecanicillium
lecanii han sido reconocidos como agentes de control biolégico importantes para



plagas de la familia Aleyrodidae, en cultivos tanto en campo como en invernadero,
atacando principalmente estados ninfales (Wraight et al., 1998; Faria y Wraight, 2001).
Trabajos realizados por Wraight et al., (1998), encontraron niveles de mortalidad sobre
ninfas de B. tabaci entre el 68 y el 94%, ocasionados por Paecilomyces fumosoroseus.
Herrera et al., (1999) evaluaron aislamientos de Beauveria spp., Metarhizium
anisopliae y P. fumosoroseus bajo condiciones de laboratorio, y encontraron una gran
variabilidad en los porcentajes de mortalidad, siendo mayor el ocasionado por un
aislamiento de M. anisopliae (97%). Los aislamientos de Beauveria spp. produjeron
una mortalidad entre el 2 y el 63% y los de P. fumosoroseus entre el 20 y el 52%. Asi
mismo, en un estudio en el cual se evaluaron 50 aislamientos de B. bassiana sobre
ninfas de B. fabaci se encontraron porcentajes de mortalidad que variaron entre el
10% y el 93% (Vidal et al., 1997).

En trabajos previos el Laboratorio de Control Biolégico del Programa de Manejo
Integrado de Plagas de Corpoica realizd investigaciones encaminadas hacia la
busqueda y seleccion de microorganismos entomopatdégenos para el control de otra de
las especies de moscas blancas con gran importancia econdmica, Trialeurodes
vaporariorum. Es asi como se hicieron muestreos en la region del Sumapaz, en los
que se encontraron 43 aislamientos, mediante bioensayos en laboratorio se seleccion6
el aislamiento VI 026 de Lecanicilium lecanii por ocasionar una mortalidad del 100%
(Garcia, 1996). Actualmente, este microorganismo constituye el principio activo de un
bioplaguicida, el cual al ser evaluado en un cultivo de habichuela, ocasioné un
porcentaje de infeccion del 76.8% y una produccién de 11.7 Ton/ha en contraste con 7
Ton/ha obtenidas en el tratamiento en el que se aplicaron insecticidas quimicos
(Jiménez, 2002). Este mismo producto al ser evaluado en un cultivo de tomate bajo
invernadero produjo un porcentaje de infecciéon de 68.1% sobre el estado ninfal,
porcentaje que fue significativamente diferente con respecto al tratamiento
correspondiente a la combinacién del bioplaguicida con insecticidas quimicos (36.6%).
Asi mismo, en el tratamiento con el bioplaguicida se obtuvo la mayor produccion,
siendo ésta de 68 kg/ha (Garzdn, 2004). Este insecticida microbiano se ha evaluado
contra ninfas de B. tabaci bajo condiciones de laboratorio ocasionando un porcentaje
de eficacia de 71.2% (Espinel et al., 2006a; Espinel et al., 2006b); los resultados de las
evaluaciones bajo condiciones de campo se presentan en este boletin técnico
(Capitulo 3).

Los parasitoides son otros agentes de control biolégico comunmente usados en el
manejo de la mosca blanca. Estan definidos como insectos que se desarrollan en su
estado larval en los tejidos de otros artropodos a los cuales termina matando cuando
se cumple el estado de desarrollo inmaduro. Sobresalen especies de los géneros
Encarsia, Eretmocerus y Amitus (Lopez-Avila, 1994).

El parasitoide de mosca blanca mas estdiado y utilizado en el mundo es Encarsia
formosa Gahan (Hymenoptera:Aphelinidae). Este insecto ha sido efectivo en muchos
paises y especialmente en Holanda e Inglaterra (Lépez-Avila 1994). En 1985 se
realizaron infestaciones en casi 2400 hectareas de cultivos de invernadero en 20
paises y fue criada comercialmente en Europa y Norte América. En Colombia se ha
introducido varias veces lograndose establecer en cultivos bajo invernadero y aunque
actualmente no se produce masivamente, hay técnicas de produccion existentes para
implementar su uso en cultivos de invernadero. Aunque en campo abierto presenta
desventajas y no ha sido posible utilizarlo con éxito en ninguna parte del mundo
(Lépez-Avila 1994).

En un estudio realizado por Lépez-Avila et al., (2001), en el cual se realizd un
reconocimiento de los enemigos naturales de las moscas blancas en Colombia y
Ecuador, encontraron presencia de la especie Encarsia nigricephala en ocho



departamentos, Cauca, Valle del Cauca, Tolima, Cundinamarca, Santander, Norte de
Santander, Atlantico y Guaijira, parasitando a B. tabaci y a T. vaporariorum en
cultivos de frijol, habichuela y tomate en municipios con altitudes que oscilaron entre
120 a 1460 msnm. E. nigricephala presentd la distribucidn mas amplia, junto con
Amitus fuscipennis al ser comparada con otras especies del mismo género como
E. formosa, Encarsia pergandiella Howard, Encarsia mineoi Viggiani, Encarsia hispida
De Santis y Encarsia estrenua (Silvestri).

En cuanto a depredadores promisorios, en el mismo estudio se registr6é la presencia
de Chrysopa sp. (Neuroptera: Chrysopidae), Delphastus pusillus (Le Conte)
(Coleoptera: Coccinelidae), Nephaspis sp. (Coleoptera: Coccinelidae) y Geocoris sp.
(Heteroptera: Lygaeidae) (Lopez-Avila et al., 2001) (Figura 1).

Figura 1. Entomofagos de las moscas blancas A. Encarsia formosa. B. Encarsia
nigricephala C. Amitus fuscipennis. D. Delphastus pusillus (Fotografias: Espinel,
Garcia, Lépez-Avila).

Debido a los grandes dafos y pérdidas que ocasiona la mosca blanca, a los
inconvenientes planteados sobre el uso de métodos quimicos como Unica alternativa
de control y a las ventajas que representa el uso del control bioldgico, se realizo el
presente trabajo en el que se incluyen los avances en el desarrollo de productos a
base de hongos entomopatdgenos para el control de esta plaga de importancia
econdmica.



2. Desarrollo tecnolégico de insecticidas microbianos
Carlos Espinel C. ; Lissette Torres T.; Laura Villamizar ; Erika Grijalba ; Alba Marina Cotes.; Javier Garcia

2.1. Coleccion de aislamientos nativos de hongos entomopatdgenos.

Con el propdsito de recolectar individuos de B. tabaci para realizar el aislamiento de
potenciales entomopatdgenos, se definieron dos rutas de muestreo. La primera abarco
los departamentos del Tolima y Valle del Cauca sobre cultivos de melén, tomate,
algodén y berenjena; y la segunda involucré los departamentos del Magdalena y
Atlantico sobre cultivos de tomate y meldon. Los criterios de recoleccion de las
muestras fueron ninfas o adultos de B. tabaci muertos o con signos de infeccion
presentes en sitios distanciados como minimo por 5 km entre ellos.

Los insectos recolectados se ubicaron de forma individual en tubos eppendorf
previamente esterilizados. Al terminar la jornada diaria de recoleccion, los insectos
adultos con signos de infeccion se ubicaron individualmente en viales de vidrio que
contenian 2 mL de agar agua acidificado y posteriormente se sellaron con algodén y
una pelicula transparente auto adherente, se mantuvieron en condiciones de
refrigeracion a 4°C hasta iniciar el proceso de aislamiento en condiciones de
laboratorio. Por otra parte, aquellos insectos encontrados muertos pero sin signos de
infeccién, se ubicaron en camara humeda que consistié en una caja de Petri plastica
en cuya base de ubicé una toalla de papel humedecida con agua estéril y sobre ésta
una lamina portaobjetos con cada uno de los insectos recolectados. Las camaras
himedas se mantuvieron a temperatura ambiente (22°C) hasta observar el crecimiento
micelial sobre los individuos y posteriormente estos se ubicaron en los viales con el
medio de cultivo de la misma manera descrita anteriormente.

Aislamiento, purificacion e identificacidon de los entomopatogenos.

Las muestras recolectadas en campo se incubaron a 25°C en presencia de luz
constante hasta evidenciar el crecimiento micelial y esporulacién de los
microorganismos.

Posteriormente, se realizé el aislamiento y la purificacion de los hongos mediante
siembras sucesivas en los medios de cultivo Saboureaud Rosa de Bengala (SRB) y
Papa Sacarosa Agar (PSA). Una vez purificados los aislamientos de entomopatégenos
encontrados, se realizaron microcultivos con cada uno de ellos con el fin de
identificarlos mediante la ayuda de claves taxondmicas. Adicionalmente los
microorganismos aislados se crioconservaron a -70°C, utilizando los protocolos
previamente estandarizados.

Se obtuvieron 15 aislamientos recolectados en las salidas de campo; 10 aislamientos
provenientes de los departamentos del Tolima y Valle del Cauca, correspondientes a
los géneros Beauveria y Paecilomyces y cinco aislamientos de los departamentos del
Magdalena y Atlantico pertenecientes unicamente al género Paecilomyces (Tabla 1).
Estos microorganismos han sido registrados mundialmente como agentes de control
microbiano de B. tabaci (Faria y Wraight 2001).
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Cabe resaltar que en ninguno de los muestreos se recolectaron aislamientos
pertenecientes a los hongos entomopatdégenos Lecanicillium lecanii, Aschersonia
aleyrodis y Metarhizium anisopliae, comunmente utilizados en el control de moscas
blancas. Estos resultados podrian indicar que la distribucion de los microorganismos
encontrados esta influenciada tanto por las condiciones agroclimaticas de las zonas
muestreadas como por el hospedero; debido a que en muestreos realizados en la
region del Sumapaz (Cundinamarca) por Garcia (1996), se encontraron 43
aislamientos pertenecientes Unicamente a Lecanicilium lecanii provenientes de adultos
de Trialeurodes vaporariorum.

Tabla 1. Aislamientos provenientes de adultos de B. tabaci recolectados en campo.

Cédigo Procedencia Coordenadas Cultivo Género o
geograficas hospedante especie

Bv 056 Prado (Tolima) 7?:1: 4555 1519 'IIN Algodon B;g';givae;;a

Bv057  Guamo (Tolima) 7‘1; %%’, 02%’:, ';'N Melén B;Zasgl‘/ae; ;a

Pc 016 Toro (Valle) 40041 ’, 12”,, N Meldn Paecilomyces sp.
76° 02" 17" W

Pc 008 Toro (Valle) 7%00 ‘(1)12 113’,, '\\IN Tomate Paecilomyces sp.

Bv058  Toro (Valle) A 12N, Berenjena Beauveria

Pc 007 Toro (Valle) 7‘:’; %12 1127”,, [:IN Berenjena Paecilomyces sp.

Bv 055 Buga (Valle) 7?(’; 51‘;'3 qil\\llv Tomate iiigée;;a

Pc 014 Buga (Valle) 7%2 51;13 q& IIIN Tomate Paecilomyces sp.

Bv059 SanPedro (Valle)  o.50 30N Tomate Beauveria

Pc 015 Pradera (Valle) 7%2 212 i% [:IN Tomate Paecilomyces sp.

Pc 012 Z?,\r/]lng daé}r::g:;a 7120 10 51 88\'/\]\/ Algodon Paecilomyces sp.

Pc 009 Z?,\r/]lggb daar;zrr]\:;a 7120 ? ; 88 \'/\IV Tomate Paecilomyces sp.

Pc 010 Zz)l\r)lggb daar}zgz;a 712: ? 51 88\'/\]\/ Tomate Paecilomyces sp.

Pc 011 Zz)l\r/llng daar;:rr]\:;a 712 ? ; 88\',\]\, Melon Paecilomyces sp.

Pc 013 (MC;i;g:Ige?]a) 7120 ?51 88 \'/\IV Tomate Paecilomyces sp.

2.2. Seleccidn y evaluacion de la virulencia de aislamientos nativos
Carlos Espinel C.; Lissette Torres; Alba Marina Cotes; Javier Garcia
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Infestacion del material vegetal.

Se tomaron semillas de frijol de la variedad ICA-Calima las cuales se sembraron en
materos plasticos de 10 cm de diametro, mantenidos bajo condiciones de invernadero
con una temperatura de 25 + 5° C y una humedad relativa de 66 + 10%. Una vez las
plantas emergidas presentaron un trifolio, se infestaron confinando 30 adultos de
B. tabaci en jaulas pinza por 24 h para asegurar una suficiente oviposicion. Después
de este tiempo, los adultos se retiraron y las plantas se ubicaron en un cuarto aislado
hasta que los individuos de la siguiente generacién presentaron segundo instar ninfal.
La metodologia de infestacion de las plantas se realizé de la misma forma en todos los
bioensayos bajo condiciones de laboratorio (25° C; HR 70%).

Seleccion de aislamientos nativos.

Con el fin de determinar la actividad biocontroladora de los aislamientos recolectados
en campo, se llevé a cabo un bioensayo bajo condiciones de laboratorio en donde se
avaluaron ademas ocho aislamientos de las especies L. lecanii, Beauveria bassiana
(Balsamo) Vullemin Metarhizium anisopliae (Metchnikov) Sorokin y Nomuraea rileyi
(Farlow) conservados en el Banco de Germoplasma de Microorganismos con Interés
en Control Biolégico.

Para ello se prepard una suspension de cada uno de los microorganismos en Tween
80 al 0.1%, a partir de su cultivo sobre medio YDB (constituido por levadura, dextrosa
y peptona). Dicha suspension se ajusté a la concentracion de 1 x 10 conidios.mL™ y
se aplicd un volumen de 3 ml sobre las ninfas de B. tabaci mantenidas por trifolio de
frijol, mediante el uso de un microaspersor con una presion de 50 psi.

Posteriormente, al sexto dia post aplicacion se realizé el conteo de las ninfas totales y
ninfas enfermas por trifolio, estas ultimas presentaron cambio de coloracion y pérdida
de turgencia, evidenciada por un aplastamiento corporal. Al dia 13 se contaron los
adultos emergidos, evidenciados por las exuvias presentes. La unidad experimental
correspondié a una planta de frijol con nueve foliolos y la unidad de muestreo
correspondié a un foliolo previamente infestado con mosca blanca y tratado con los
respectivos aislamientos.

Se utilizé un disefio experimental de bloques divididos con 25 tratamientos, que
correspondieron a los 23 aislamientos evaluados, un testigo tratado que consistié en la
aplicacién de Tween 80 al 0.1% y un testigo absoluto. Cada tratamiento tuvo tres
réplicas.

Se determiné el porcentaje de eficacia de cada uno de los aislamientos, mediante la
férmula de Schneider-Orelli (Ciba — Geigy 1978):

Porcentaje de eficacia = (b —k) / (100 — k) x 100, donde b equivale al porcentaje de
individuos muertos en el tratamiento y k equivale al porcentaje de individuos muertos
en el testigo. Adicionalmente, los datos se analizaron mediante la prueba no
paramétrica de Kruskall — Wallis («=0.05), con el fin de evidenciar diferencias
significativas entre cada uno de los tratamientos.

En la evaluacién de la poblacion de ninfas enfermas realizada al dia seis después de
la aplicacion, el mayor porcentaje de eficacia se observé con el aislamiento VI 026 de
L. lecanii con un 45%, seguido por el aislamiento Pc 014 de P. fumosoroseus con un
29.7%; los demas tratamientos mostraron niveles de eficacia inferiores al 25%
(Figura 2). A pesar de evidenciarse diferencias numéricas marcadas, la prueba
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estadistica de Kruskall-Wallis (a=0.05) no detecté diferencias significativas entre la
mayoria de los aislamientos.

En la evaluacion realizada al dia 13, los porcentajes de eficacia fueron superiores para
la mayoria de los tratamientos. Se destaco el aislamiento Pc 013 de P. fumosoroseus
con un porcentaje de eficacia del 91.7%, seguido por el aislamiento Bv 056 de
Beauveria bassiana con 58.6%. A pesar de que el aislamiento VI 026 produjo el mayor
porcentaje de eficacia a los seis dias después de su aplicacién, a los 13 dias de
evaluacion la mortalidad producida sélo aumenté en un 2%. Otros aislamientos de
Beauveria bassiana y de Paecilomyces spp. alcanzaron porcentajes de eficacia
superiores al 50%, tal fue el caso de los aislamientos Bv 055y Pc 011, con un 55.2%
y 51.5%, respectivamente (Figuras 3y 4).

50+
45
40
35+
30+ =l
25
20
15
10

Eficacia (%)

Bv056 b
BV057
Pc016
Pc008
BV058
Pc007
BV055
PcO14
Bv059
Pc015
Pc012
Pc009
Pc010
PcO11
Pc013
Bv025
Mi004
NmO0O05

Tween

Aislamientos

Bv:Beauveria; Pc: Paecilomyces; V. Lecanicillium lecanii; Mt: Metarhizium anisopliae; Nm: Nomuraea rileyi

Figura 2. Efecto de los aislamientos nativos sobre ninfas de B. tabaci a los seis dias
después de la aplicacion.

100 +

Eficacia (%)

0 f %:

Aislamientos

Bv: Beauveria; Pc: Paecilomyces; VI: Lecanicillium lecanii; Mt: Metarhizium anisopliae; Nm: Nomuraea rileyi

Figura 3. Efecto de los aislamientos nativos sobre ninfas de B. tabaci a los trece dias
después de la aplicacion.
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L ANA X ot BRRE. -
Figura 4. Signos de infeccion en ninfas de B. tabaci por hongos entomopatdgenos. A.
Infeccién por P. fumosoroseus. B. Infeccion por Beauveria bassiana C. Infeccién por

L. lecanii (Fotografias Espinel).

Los hongos entomopatdogenos Beauveria, P. fumosoroseus y L. lecanii han sido
reconocidos como agentes de control biolégico importantes para plagas de la familia
Aleyrodidae, en cultivos tanto en campo como en invernadero, atacando
principalmente estados ninfales (Wraight et al., 1998; Faria y Wraight, 2001). Los
resultados obtenidos en el presente trabajo concuerdan con los realizados por Wraight
et al., (1998), quienes reportaron niveles de mortalidad sobre ninfas de B. tabaci entre
el 68 y el 94%, ocasionados por Paecilomyces fumosoroseus (Wize). Herrera et al.,
(1999) evaluaron aislamientos de Beauveria spp., Metarhizium anisopliae 'y
P. fumosoroseus bajo condiciones de laboratorio, encontrando una gran variabilidad
en los porcentajes de mortalidad, siendo mayor el ocasionado por un aislamiento de
M. anisopliae (97%), si se tiene en cuenta que los aislamientos de Beauveria spp.
ocasionaron una mortalidad entre el 2% y el 63% y los de P. fumosoroseus produjeron
una mortalidad entre el 20% y el 52%. Asi mismo, en un estudio en el cual se
evaluaron 50 aislamientos de B. bassiana sobre ninfas de B. fabaci se encontraron
porcentajes de mortalidad que variaron entre el 10% y el 93%, de nuevo presentando
alta variabilidad entre todos los aislamientos (Vidal et al., 1997). Estos resultados en
general concordaron con los obtenidos en el presente trabajo, debido a que aunque se
seleccion6 una cepa de Paecilomyces sp. por su elevada actividad biocontroladora,
para la mayoria se observd una gran variabilidad en ésta y valores que no superaron
el 60%, posiblemente debido a que fueron aislamientos con diferente grado de
virulencia.

Los criterios para la seleccion de los microorganismos en el laboratorio involucran
factores bioldgicos y tecnoldgicos; el principal factor biolégico de seleccion es el mayor
porcentaje de eficacia obtenido en el menor tiempo sobre el insecto blanco; los
factores tecnoldgicos involucran las caracteristicas de desarrollo del microorganismo
para que las etapas de produccién de un bioplaguicida se cumplan en forma eficiente,
tales como la cantidad de conidios producidos sobre un medio de cultivo especifico y
su facilidad de separacion de éste.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos y los criterios expuestos anteriormente,
se selecciond un aislamiento de cada especie, siendo estos, Beauveria bassiana (Bv
056) y P. fumosoroseus (Pc 013), como principios activos para el desarrollo de
prototipos de bioplaguicidas y L. lecanii (VI 026) como el principio activo de un
bioplaguicida desarrollado previamente para el control de T. vaporariorum (Figura 5).
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Figura 5. Aislamientos nativos seleccionados. A. Lecanicillium lecanii (VI 026).
B. P. fumosoroseus (Pc013) C. Beauveria bassiana (Bv 056). (Fotografias Torres).

El aislamiento Bv 056 produjo una eficacia del 58.6% y presenté una esporulacién
pulverulenta facilitando la etapa de separaciéon. Asi mismo, el aislamiento Pc 013,
ademas de que ocasiond el mayor porcentaje de eficacia (91.7%) es un aislamiento
obtenido de adultos de B. tabaci provenientes de un cultivo de tomate en la costa
caribe colombiana; zona caracterizada por tener alta temperatura y baja humedad
relativa, factores medioambientales adversos para cualquier microorganismo. Lo
anterior sugeriria que el aislamiento Pc 013 podria tener la capacidad de tolerar estas
condiciones adversas y por lo tanto seria mas estable en una formulacién. Por ultimo,
se selecciono el aislamiento VI 026, el cual a pesar de no superar una mortalidad de
50%, fue el que ocasiond la mayor mortalidad en el menor tiempo correspondiente a
45% a los seis dias post aplicacion, con lo cual se podria inferir que su mecanismo de
accién es mas rapido y posiblemente seria muy eficiente al emplearse en una
formulacion de manera combinada con otro aislamiento que causara una mortalidad
final mayor, con el fin de atacar a la plaga desde los primeros dias de aplicacién. Este
aislamiento es ademas el principio activo de un bioplaguicida que se ha evaluado
exitosamente en cultivos de habichuela (Jiménez, 2002) y tomate (Garzén, 2004)
contra Trialeurodes vaporariorum; siendo de gran ventaja la aplicacion de este
producto en cultivos en donde se presenta una combinacion de los dos insectos B.
tabaci y T. vaporariorum, como en el caso de tomate en el Valle del Cauca (Colombia)
(C. Espinel, obs. pers.).

Determinacion de las concentraciones letales de los aislamientos seleccionados.

A partir de los tres aislamientos seleccionados B. bassiana Bv 056, P. fumosoroseus
Pc 013y L. lecanii VI 026, se realizé el montaje del bioensayo para la determinacion
de las concentraciones letales media y noventa (CLspy CLgp).

Una vez alcanzado el segundo instar ninfal, se realizé la aplicacién de los aislamientos
bajo las mismas condiciones metodoldégicas mencionadas anteriormente. Para ello se
evaluaron de cada uno de los aislamientos seleccionados cinco concentraciones
correspondientes a 1x10*, 1x10°, 1x10°, 1x10” y 1x10® conidios.mL™", ademas de un
testigo absoluto.

Las variables por medir correspondieron a la poblacion inicial de ninfas y al nimero
total de exuvias al dia 14, las cuales correspondieron a los adultos emergidos y por
sustraccion se determind el numero de individuos muertos. Los datos de mortalidad
obtenidos se corrigieron con respecto al testigo por medio de la formula de Schneider-
Orelli y se analizaron mediante el programa estadistico Polo PC- procedimiento Probit.
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La unidad experimental correspondié a una planta de frijol y la unidad de muestreo
fueron seis foliolos previamente infestados con mosca blanca y tratados con los
respectivos tratamientos.

Se utilizé un disefio experimental completamente al azar con 16 tratamientos, que
correspondieron a las cinco concentraciones de cada uno de los tres aislamientos
seleccionados y el testigo absoluto. Cada tratamiento tuvo seis réplicas.

Al analizar los resultados obtenidos después de aplicar cinco concentraciones de los
aislamientos seleccionados Bv 056, Pc 013 y VI 026, al cabo de los 14 dias, se
encontr6 una mayor mortalidad a medida que aumentd la concentracion de los
microorganismos. Para el aislamiento Bv 056 los porcentajes de eficacia se
encontraron en un rango entre 0.59% y 66.06%, para las concentraciones 1 x 10* y 1 x
108 conidios.mL™", respectivamente; para el aislamiento VI 026 fueron del 22.21% y del
69.58%, respectivamente y para el aislamiento Pc 013 fueron del 27.68% y del
81.91%, respectivamente (Tabla 2).

Tabla 2. Porcentaje de eficacia ocasionado por los tres aislamientos seleccionados a
diferentes concentraciones sobre ninfas de Bemisia tabaci.

Concentracion VI 026 Bv 056 Pc 013
(conidios.ml™) (% eficacia) (% eficacia) (% eficacia)
1x10° 22,21 0,59 27,68
1x10° 27,69 37,91 50,77
1x10° 40,00 49,85 57,53
1x10’ 48,00 49,06 74,51

1x 108 69,58 66,06 81,91

Segun el programa estadistico Probit, se encontré6 que las concentraciones letales
media y noventa (CLsyy CLgg) correspondieron a 2.4 x 10° conidios.mL™ y a 1.9 x 10®
conidios.mL™ para el aislamiento Pc 013, a 3.5 x 10° conidios.mL"y a 7.9 x 10®
conidios.mL™, respectivamente, para el aislamiento Bv 056 y de 5.0 x 10°
conidios.mL™y de 9.9 x 10° conidios.mL™, respectivamente para el aislamiento VI 026
(Tabla 3). Los resultados obtenidos podrian indicar que el aislamiento Pc 013 de P.
fumosoroseus es mas virulento contra B. tabaci al compararse con los otros dos
aislamientos. Respecto a los resultados obtenidos con el aislamiento VI 026 de
L. lecanii, las concentraciones letales media y noventa fueron inferiores a las obtenidas
por Garcia (1996), al evaluar este mismo aislamiento sobre ninfas de T. vaporariorum,
correspondientes a 1.75 x 10® conidiosmL™ y de 3.7 x 10" conidios.mL™,
respectivamente. Lo anterior podria indicar una mayor susceptibilidad de B. fabaci al
aislamiento de L. lecanii.

Tabla 3. Concentraciones letales 50 y 90 de los aislamientos evaluados sobre estados
ninfales de B. tabaci.

Aislamientos CL 5, (conidios.mL™) CL o (conidios.mL™)

VI 026 5.0 x 10° 9.9x10°
Bv 056 3.5x10° 7.9 x 108
Pc 013 2.4 x10° 1.9x 108
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2.3. Desarrollo de medios de produccion masiva de los hongos

entomopatogenos seleccionados
Laura Villamizar; Erika Grijalba, Alba Marina Cotes

En el desarrollo de actividades correspondientes a proyectos de investigacion previos
llevados a cabo en el Laboratorio de Control Bioldgico, se estandarizaron medios de
produccion masiva mediante fermentacion solida para los hongos entomopatégenos
Lecanicillium lecanii y Beauveria bassiana (Figura 6). Por esta razén, en este proyecto
los esfuerzos se enfocaron en el desarrollo de sustratos para la produccion masiva del
hongo entomopatégeno P. fumosoroseus.

Figura 6. Producciéon masiva mediante fermentacion solida de L. lecanii.
Produccién masiva en bolsas

Para el crecimiento del hongo se evaluaron dos sistemas de producciéon masiva por
fermentacion. El primero en bolsas de polietileno de alta densidad y el segundo en
bandejas galvanizadas. Asi mismo se evaluaron cuatro medios de cultivo a base de
arroz y millo en bolsas y a base de avena y soya en bandejas.

En bolsas de polietileno de alta densidad, se evaluaron los sustratos humedecidos de
arroz y millo. Para el sustrato arroz se utilizé una relacion (P/P) de matriz sélida y agua
de 5:4 y para el sustrato millo se trabajé con una relacion (P/P) matriz sélida y solucién
de sacarosa al 2% de 5:4.

A partir de una suspensién de conidios en una solucién de Tween 80 al 0.1% ajustada
a una concentracion de 2.19 x 10° conidios.mL™, se tomaron 2 mL de ésta para la
inoculacion de los sustratos contenidos en las bolsas. Por cada sustrato evaluado se
utilizaron tres repeticiones.

Las bolsas se incubaron durante quince dias, tiempo después del cual se determind el
numero de conidios producidos por gramo de sustrato. Para tal fin, se tomé un peso
conocido del sustrato esporulado y se suspendié en Tween 80 al 2.0%. A partir de esta
suspension se realizaron diluciones seriadas y se determiné la concentracion mediante
recuento en camara de Neubauer.

En todos los medios evaluados se observé la colonizacion de P. fumosoroseus y su
esporulacién evidenciada en el cambio de color de blanco a violeta claro. El analisis de
varianza no detecto diferencias significativas entre la cantidad de conidios producidos
en los dos sustratos evaluados. Sin embargo, se observd una tendencia numérica a
una mayor esporulacion en el sustrato arroz, posiblemente debida a una mayor
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disponibilidad de nutrientes en dicho medio, particularmente de carbohidratos que
favorecieron la colonizacién. Por esta razén, se seleccion6 el medio arroz para la
produccion masiva de P. fumosoroseus en bolsas (Tabla 4).

Tabla 4. Rendimientos obtenidos en los sustratos de produccion masiva del hongo P.
fumosoroseus contenidos en bolsas de polietileno de alta densidad.

Rendimiento en Rendimiento en
Repeticion Sustrato Arroz Sustrato Millo
(conidios.g™) (conidios.g™)
1 2.03 x 10° 7.61x 108
2 8.04 x 108 1.25 x 10°
3 1.16 x 10° 4.91 x 108
Promedio 1.33 x 10° 8.34 x 108

Produccién masiva en bandejas

A partir de una suspension de conidios de P. fumosoroseus en un a solucion de Tween
80 al 0.1% ajustada a una concentracién de 8.5 x 108 conidios.mL™", se tomaron 10
mL para la inoculacién de los sustratos a base de avena y soya humedecidas, los
cuales se ubicaron en bandejas de lamina galvanizada. Por cada sustrato evaluado se
utilizaron tres repeticiones.

Después de ocho dias de incubacion, se determiné la concentracion de conidios
producida por gramo de sustrato en cada bandeja. Se tomaron tres muestras de 1 cm?
en forma diagonal dentro de cada bandeja, se pesaron y se colocaron en un tubo con
9 mL de Tween 80 al 2.0%. A partir de esta suspension se prepararon diluciones
seriadas y se realiz6 el conteo de conidios en la camara de Neubauer.

En los dos medios evaluados se observd el crecimiento y esporulacion del
microorganismo. Los resultados de rendimiento no cumplieron con los requerimientos
de homogeneidad de varianzas y normalidad por lo que no fue posible analizarlos
mediante pruebas paramétricas. Al aplicar la prueba estadistica no paramétrica de
Kruskal-Wallis («=0.05) no se detectaron diferencias significativas entre la cantidad de
conidios.g™ producida en el sustrato a base de avena con el medio a base de soya
(Tabla 5). Sin embargo, la esporulacion en el sustrato soya fue de apariencia
pulverulenta y muy seca, caracteristicas que facilitan la separaciéon de conidios siendo
deseables en la industria de bioplaguicidas, razén por la cual, dicho sustrato fue
seleccionado para la produccion del hongo en bandejas.

Tabla 5. Rendimientos obtenidos en los sustratos de produccion masiva del hongo P.
fumosoroseus contenidos en bandejas de lamina galvanizada.

Rendimiento en Rendimiento en
Repeticion Sustrato Avena Sustrato Soya
(conidios.g™) (conidios.g™)

1 4.1x10° 1.56 x 10°

2 2.7 x10° 1.05 x 10°

3 1.28 x 108 1.04 x 10°
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Promedio 2.7 x10° 1.21 x 10°

Separacioén de conidios de P. fumosoroseus y Beauveria bassiana

Para separar los conidios de P. fumosoroseus y B. bassiana a partir de la produccion
masiva en bolsas con arroz, el sustrato se lavd con una solucion de Tween 80 al 2.0%,
agitando vigorosamente hasta observar la separacion de los conidios. Posteriormente
la suspension se filtré por una muselina para retirar los residuos de arroz y el filtrado
se centrifugé durante 20 minutos a 4000 r.p.m. El sobrenadante se desechd y los
conidios presentes en el sedimento se secaron en una estufa de corriente de aire a
30° C hasta obtener una humedad de 5.34%, la cual se determiné empleando una
balanza de humedad.

Para el caso de la produccion masiva realizada en bandejas, los conidios se separaron
del sustrato frotando la superficie con una brocha suave desinfectada y se recogieron
con una cuchara. Los conidios secos se tamizaron por una malla con un tamano de
poro de 500 micras y el polvo resultante constituyd el principio activo de los
bioplaguicidas por desarrollar.

La separacion de los dos hongos por via hiumeda se seleccion6 para la produccion
masiva realizada en el medio de cultivo a base de arroz debido a que en este sistema
de produccion los conidios son hidrofilicos y se lavan facilmente con una solucién de
tensioactivos. La agitacion del medio debe ser moderada para evitar el rompimiento de
la matriz sdlida, ya que si el arroz se fractura libera particulas de almidén que quedan
en la biomasa separada y disminuyen la concentracion en conidios por gramo del
principio activo.

Para la produccion realizada en bandejas se seleccioné la separacién de conidios via
seca considerando que en este sistema de fermentacién las células producidas son
altamente lipofilicas y se requieren altas concentraciones de tensioactivo para su
lavado con agua, lo que podria afectar la integridad de la membrana celular y por tanto
la viabilidad.

2.4. Desarrollo de preformulados a base de los hongos entomopatégenos
Laura Villamizar; Erika Grijalba; Alba Marina Cotes

2.4.1. Caracterizacion de los principios activos a base de Paecilomyces sp. y
Beauveria bassiana

Inicialmente se determind la concentracion de cada principio activo obtenido a partir de
la produccion masiva de cada hongo mediante recuento en camara de Neubauer. Para
esto, se pesaron 0.10 g de conidios secos que se mezclaron con 100 mL de Tween 80
al 0.1%; a partir de esta suspensién se prepararon diluciones seriadas y se realizo el
conteo, expresando el resultado en conidios por gramo de principio activo. La
determinacion se realizé por triplicado. Adicionalmente se determind la humedad
residual de tres muestras diferentes mediante el uso de una balanza halégena de
humedad. En cuanto al tamafo de particula, éste se determind por microscopia; para
tal fin, una muestra de cada principio activo se coloc6 en una lamina sobre la cual se
adicionaron dos gotas de Tween 80 al 0.1% y se cubrié con una laminilla; la lamina se
observé al microscopio con un aumento de 40X midiendo individualmente el diametro
mayor de 100 conidios. La germinacién se determind preparando una suspension de
conidios e inoculandola en tres cajas de Petri con Agar-Extracto de malta. Las cajas se

19



incubaron por 24 horas y se observaron al microscopio 10 campos 6pticos por caja, en
los cuales se contaron el numero de conidios germinados y no germinados,
expresando el resultado como porcentaje de germinacion.

El principio activo a base de Paecilomyces sp. presenté una concentracién de 10
conidios.g” mientras que en el de Beauveria bassiana dicha concentracién fue de 8.8 x
10" conidios.g”. La humedad residual después del proceso de secado en estufa fue
del 5.34% y del 5.20% para Paecilomyces sp. y B. bassiana respectivamente,
humedades que segun lo reportado por diferentes autores son adecuadas para el
almacenamiento de la biomasa (Vélez et al., 1997).

Con los resultados correspondientes al tamafo de particula de los dos principios
activos en estudio se elaboraron histogramas de distribucion de frecuencias, los cuales
indicaron que los conidios de Paecilomyces sp. presentaron un tamano que oscila
entre 2.5 y 7.5 micras, predominando aquellos que se encuentran en el rango de 2.6 a
5.0 micras. Para los conidios de B. bassiana se observé que su tamafio de particula
oscilé entre 2.5 y 5.0 micras, predominando aquellos con un didmetro entre 2.6 a 5.0
micras (Figura 7).

Frecuencia (%)

0-25 26-50 51-75

Tamano de particula (Micras)

O Beauveria bassiana B Paecilomyces sp.

Figura 7. Distribucion de frecuencias del tamafo de conidios de P. fumosoroseus y
Beauveria bassiana.

En cuanto a la capacidad de germinacion de los conidios se obtuvieron porcentajes del
95 y 98% para los conidios del principio activo a base de P. fumosoroseus. y de B.
bassiana, respectivamente. Los resultados obtenidos fueron adecuados si se
considera que se ha establecido como parametro de calidad para bioplaguicidas una
germinacion mayor al 90% a las 24 horas de incubacion (Vélez et al., 1997).

2.4.2. Seleccion de auxiliares de formulacion

Compatibilidad de los principios activos con los posibles auxiliares de
formulacién

Muestras de 0,1g de los conidios secos se mezclaron con los posibles auxiliares de

formulacién en una relacion 1:5 P/P. Los auxiliares de formulacién incluyeron filtros
ultravioleta (UV), adherentes (Ag), diluentes (Di) y tensioactivos (T). Las mezclas se
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almacenaron en viales de vidrio secos y agrafados y se determiné la germinacion
inmediatamente después del proceso de mezcla y después de uno y dos meses de
almacenamiento a 8°C y 28°C. Para tal fin, cada muestra se suspendié en 10 mL de
una solucion de Tween 80 al 0,5% y se realizaron diluciones seriadas, de las cuales se
sembraron 100 uL en tres cajas de Petri con medio Agar-Extracto de malta. Las cajas
se incubaron a 25°C y al cabo de 16 horas se determind la germinacion de los conidios
mediante observacion al microscopio de 10 campos 6pticos por repeticion contando
los conidios germinados y no germinados. El diseho experimental fue completamente
al azar, donde la unidad experimental consisti®6 en un vial y se utilizaron tres
repeticiones por tratamiento.

e B. bassiana

Los resultados de este estudio para B. bassiana mostraron que todos los tratamientos
presentaron una disminucién de la germinacién durante el almacenamiento con los
auxiliares de formulacion a las tres temperaturas evaluadas, la cual no fue
estadisticamente significativa, sin embargo numéricamente se observa un efecto del
almacenamiento que posiblemente se puede atribuir al efecto del tiempo (edad de las
células) y la temperatura. Una de las condiciones adversas que pudo afectar la
germinacion de los conidios fue el almacenamiento en viales de vidrio bajo
condiciones aerdbicas, ya que se ha demostrado que durante el almacenamiento, el
oxigeno interactua con los sistemas membranosos afectando la iniciacion de la
sintesis del DNA y en consecuencia la viabilidad de las células (Abadias et al., 2001).

La prueba de Tukey (a=0.05) no detectd diferencias estadisticas entre la germinacion
a los diferentes tiempos de evaluaciéon cuando los conidios se almacenaron solos o
con los auxiliares de formulacion Ag01, Di03, De05 a las dos temperaturas evaluadas.
Este resultado podria indicar que dichos excipientes son compatibles con el
microorganismo y pueden ser utilizados en el desarrollo de una formulacién. Con el
excipiente codificado como UV se observd estabilidad a 8°C, donde no presentd
pérdidas significativas de la germinacion, sin embargo, a 28°C se obtuvo una
disminucion significativa de la capacidad para germinar de este microorganismo. La
germinacion de las esporas de dicho tratamiento fue evaluada hasta las 48 horas de
incubacién, momento en el cual se alcanz6 el 95%, resultado que sugiere que este
auxiliar de formulacién produce una induccion de latencia en el microorganismo
almacenado a temperaturas elevadas sin afectar su viabilidad.

Basados en los resultados obtenidos, se inicid el desarrollo de la formulacién utilizando
todos los excipientes evaluados.

e Paecilomyces sp.

La viabilidad de los conidios de P. fumosoroseus disminuy6 con todos los auxiliares
de formulacién evaluados, incluyendo el tratamiento control, siendo en todos los casos
mayor la disminucion en la capacidad de germinacion de los conidios cuando se
almacenaron a la temperatura mas alta (28°C). De esta manera se confirmé el efecto
de la temperatura sobre la estabilidad de los microorganismos durante el
almacenamiento (Villamizar et al., 1997, Marifio et al., 2004).
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Figura 8. Efecto del diluente Di03 sobre la estabilidad de la germinacion de conidios

de P. fumosoroseus .Las barras con la misma letra no presentaron diferencias significativas segun
Tukey (a=0.05).

En el tratamiento control (Figura 8) se observé que los conidios no presentaron una
pérdida significativa de la germinacion cuando fueron almacenados a 8°C durante los
tiempos evaluados, mientras que a 28°C, la prueba de comparacion multiple de
medias de Tukey (a=0.05) determiné diferencias estadisticas entre los porcentajes de
germinacion de las células recién obtenidas del proceso de secado y las almacenadas
durante 2 meses a dicha temperatura. Este comportamiento confirmé lo reportado por
otros autores, en cuanto a una mayor estabilidad de la viabilidad de los
microorganismos cuando se almacenan a temperaturas de refrigeracion (Villamizar et
al., 1997).

Con el diluente Di03 (Figura 8), el cual es un material inerte que actia como vehiculo
del principio activo (Morales, 1993), no se presentd reduccion en el porcentaje de
germinacion durante el almacenamiento a 8°C y 28°C. Este resultado sugiere que el
diluente DiO3 ejercié un efecto protector de los conidios de P. fumosoroseus Pc013
almacenados, a diferencia de los demas excipientes evaluados (Ag01, filtro Uv y
De05) haciéndolo promisorio para la formulacién de un bioplaguicida estable en
almacenamiento.
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Figura 9. Efecto del aglutinante Ag01 sobre la estabilidad de la germinacién de

conidios de P. fumosoroseus. Las barras con la misma letra no presentaron diferencias
significativas segun Tukey (a=0.05).

El aglutinante Ag01 es un auxiliar empleado con el fin de recubrir homogéneamente
los conidios con el filtro solar. Durante los dos meses de almacenamiento a 8°C no se
present6é una reduccion en la germinacién. Sin embargo, a 28°C la prueba de Tukey
(0=0.05) detectd una disminucién significativa de la capacidad de germinacion de los
conidios, obteniéndose un comportamiento similar al del tratamiento control sin
encontrarse diferencias significativas en los porcentajes de germinacién obtenidos con
cada tratamiento en cada tiempo de evaluacion (Figura 9). Estos resultados indican
que este auxiliar de formulacidon no ejerce ningun efecto sobre la estabilidad de las
células almacenadas, pudiendo ser incorporado en el desarrollo del bioplaguicida.
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Figura 10. Efecto del filtro ultravioleta UV sobre la estabilidad de la germinacion de

conidios de P. fumosoroseus. Las barras con la misma letra no presentaron diferencias
significativas segun Tukey (a=0.05).

Al evaluar el filtro ultravioleta (figura 10) se present6é una reduccion significativa de la
germinacion del hongo a las dos temperaturas evaluadas. A 8°C la reduccion en la
germinacion fue del 10.58% después de dos meses de almacenamiento, cuando las
células del hongo se encontraban con el auxiliar de formulacion, mientras que no se
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presentd pérdida de la germinacién en el tratamiento control, lo que sugiere que la
sustancia empleada tiene un efecto deletéreo sobre las células fungicas almacenadas.
A 28°C fue mas notorio dicho efecto negativo, encontrandose una reduccién de la
germinacion del 63.81%, después de dos meses de almacenamiento la cual fue
significativamente superior a la obtenida en el tratamiento control (45.6%),
confirmando el efecto del filtro solar sobre el hongo. La germinacion de los conidios de
dicho tratamiento fue evaluada hasta las 48 horas de incubacidon observandose un
aumento en el porcentaje de germinacion, resultado que sugiere que este auxiliar de
formulacién produce una induccién de latencia en el microorganismo almacenado al
igual que se observé para B. bassiana.

2.4.3. Desarrollo y caracterizaciéon de preformulados

Elaboracién de los prototipos de bioplaguicidas

Con los principios activos de los dos microorganismos, B. bassiana y P. fumosoroseus
y los auxiliares de formulacién evaluados en el estudio de compatibilidad, se procedié
al desarrollo prototipos de bioplaguicida. Se seleccioné como sistema de entrega de
los dos productos un polvo mojable, para el cual se fijaron algunos parametros
deseados como una humedad del 5%, un tamafo de particula inferior a 100 y y una
concentracién minima de 10" conidios.g”. Basados en la informacién generada
previamente en el desarrollo del bioplaguicida a base de L. lecanii se fijaron las
concentraciones de cada excipiente y las operaciones unitarias implicadas en el
proceso de formulacién. Se elaboraron los prototipos, los cuales fueron sometidos a un
proceso de secado por liofilizacién y se les realizdé un control de calidad y un estudio
de estabilidad acelerada a 8°C, 18°C y 28°C durante tres meses de almacenamiento
(Figura 11).

Figura 11. Prototipos a base de B. bassiana (A) y P. fumosoroseus (B) y bioplaguicida
a base de L. lecanii (C) (Fotografias Villamizar).

Caracterizacion de los prototipos

Los prototipos de bioplaguicidas a base de P. fumosoroseus y B. bassiana vy el
bioplaguicida a base de L. lecanii se caracterizaron determinando su concentracion,
germinacion, humedad y tamafo de particula. Para los tres productos se obtuvo una
concentracién de 10" conidios.g™” y considerando que la concentracién requerida en el
producto reconstituido para su aplicacion en campo es de 10”conidios.mL”, se
requeriria 1g de producto por litro de agua. Esta proporcién corresponde a una dosis
aproximada por hectarea de 400g de producto, la cual es coherente con las cantidades
de agroquimicos comunmente utilizadas para el control del insecto.

La germinacion de L. lecanii y B. bassiana fue del 96% a las 24 horas de incubacion,
resultado que se encuentra dentro de los parametros de calidad de un bioplaguicida de
este tipo, los cuales recomiendan un porcentaje de germinacién superior al 95% (Vélez
et al., 1997). Para el caso de P. fumosoroseus se obtuvo una germinacion del 67.4% a
las 24 horas, la cual se incrementé al 95% después de 48 horas de incubacion. Estos
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resultados indican que el microorganismo formulado presenta un retardo en el
crecimiento, por lo que se plantea como objetivo posterior a una optimizacion del
formulado, la evaluacion de potenciales inductores de germinacion y su inclusion
dentro de la formulacién. La humedad de los tres bioplaguicidas fue inferior al 5%,
resultado adecuado para plaguicidas microbianos, ya que la baja humedad disminuye
la taza metabdlica de los hongos y mejora su estabilidad durante el almacenamiento
(Abadias et al., 2003, Sabaratnam y Traquair 2002).

El tamano de particula de los tres prototipos fue ajustado a 45 y, un polvo fino con
particulas muy pequefnas que disminuyen la velocidad de sedimentacion del producto
reconstituido y de esta forma se asegura la homogeneidad en la concentracion del
producto durante la aplicacion (Tabla 6).

Tabla 6. Principales caracteristicas de los prototipos de bioplaguicidas a base de P.
fumosoroseus y Beauveria bassiana y del bioplaguicida a base de Lecanicillium
lecanii.

Caracteristica Leclamcﬂ!{um Beauveria bassiana| Paecilomyces sp.
ecanii

Conc'er)tracién 101 101 10"
(conidios.g-1)

Germinacioén 67,4

24 horas (%) 96 96 (95% - 48 h)
Humedad (%) 4,20 4,82 3,41

Tamano f:le particula 45 45 45
(micras)

Estudio de la estabilidad de los prototipos bajo condiciones de almacenamiento

Mediante este estudio se evalud la estabilidad microbiolégica del principio activo y del
prototipo de formulacion soélida.

Se utilizé un disefio completamente al azar en el que la unidad experimental consistio
en un frasco de polietileno de alta densidad de 10 mL de capacidad que se llené con 7
mL de parafina, sobre la que se colocaron 0.1 g del prototipo de la formulacion a base
de P. fumosoroseus (Pc013) o de Beauveria bassiana (Bv056). Como tratamiento
control se pesaron 0.1 g de los conidios sin formular de cada hongo y se colocaron de
igual manera en los frascos con parafina. Los tratamientos se almacenaron a 8°C y
28°C.

Como parametro de evaluacion se determind la capacidad de germinacion de cada
hongo, para lo cual en cada mes se tomé una muestra que se suspendié en una
solucion de Tween 80 al 0.1%, se agitdé durante 30 segundos y a partir de esta
suspension se realizé una segunda dilucién. De cada una de éstas se tomaron 0.1 mL
que se inocularon sobre una caja de Petri con medio Agar Extracto de Malta por
triplicado. Las cajas se incubaron durante 24 horas a una temperatura de 25°C,
tiempo después del cual se corté de cada caja un cuadrado de Agar de 1 cm?. Dicho
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fragmento de medio se colocd sobre una lamina portaobjetos y se le adicioné una gota
de azul de lactofenol. Posteriormente, se realizé la lectura de los conidios germinados
y sin germinar en 10 campos Opticos mediante observacion en un microscopio con el
objetivo de 40X.

Para P. fumosoroseus se observd que después de los primeros 30 dias de
almacenamiento a las dos temperaturas no se presenté una reduccion en la capacidad
de germinacion para el hongo formulado y sin formular. Después de 60 dias de
almacenamiento los conidios sin formular disminuyeron significativamente su
capacidad de germinacion a las dos temperaturas evaluadas. A 4°C, el porcentaje de
germinacion del prototipo de formulacién disminuyd en un 80,60% y el de los conidios
sin formular en un 48.47%. Sin embargo, a las 48 horas de incubacién se alcanzé en
ambos casos un porcentaje de germinacion superior al 95%, lo que sugiere que el
almacenamiento no causo la muerte celular si no que indujo un estado de latencia,
retrazando el proceso de germinacion. La latencia posiblemente se produjo como
consecuencia de la baja humedad a la que se realizé la prueba de almacenamiento, ya
que se ha reportado que dicha condicidon disminuye el metabolismo celular de los
microorganismos retrazando su desarrollo (Gémez y Villamizar, 1996; Gutiérrez,
2001).

A 28°C la germinacién a las 24 horas de incubaciéon no fue sincronizada, algunos
conidios germinaron primero formando micelio, el cual no permitié realizar el conteo,
sin embargo se observo un alto numero de conidios sin germinar. El almacenamiento a
esta temperatura posiblemente gener6 efectos diferentes en las células del hongo
induciendo diversos grados de latencia que hicieron que éstas germinaran a diferentes
tiempos, lo que no se observo a 4°C.

Después de 90 dias de almacenamiento a 4°C y 28°C se observo que solo el 5% de
los conidios formulados y sin formular germinaron a las 24 horas de incubacion. Sin
embargo, a las 72 horas de incubacion se alcanzo el 95% en los dos tratamientos,
confirmando la induccién de estados de latencia en las células como resultado del
almacenamiento. También se observé que a mayor tiempo de almacenamiento, la
latencia es mayor y las células requieren mas tiempo para germinar.

Inmediatamente después del proceso de formulacion, el hongo B. bassiana formulado
y sin formular presenté una germinacion del 96% y del 95% respectivamente después
de 24 horas de incubacion. Después de 30 dias de almacenamiento a las dos
temperaturas no se presentd reduccion en la capacidad de germinacion del
microorganismo formulado y sin formular. Por el contrario, pasados 60 dias de
almacenamiento la capacidad de germinacién del hongo formulado y sin formular
disminuy¢ significativamente a las dos temperaturas evaluadas con germinaciones del
46% y 42% respectivamente a 4°C y del 21% y 14% respectivamente a 28°C. A las
48 horas de incubacion aumentaron los porcentajes de germinacion, los cuales para
los dos tratamientos y las dos temperaturas superaron el 95%. Este resultado sugiere
que al igual que con P. fumosoroseus, el proceso de almacenamiento indujo un estado
de latencia que retrazo el proceso de germinacién de conidios.

Después de 90 dias de almacenamiento a las dos temperaturas se observaron
porcentajes de germinacion significativamente menores que los obtenidos a los 60
dias de almacenamiento. Se obtuvieron valores del 9% y 14% para los conidios
formulados y sin formular a 4°C y germinaciones inferiores al 5% para los
almacenados a 28°C. Sin embargd, nuevamente se observd que la germinacion
aumento e iguald la germinacion inicial al continuar la incubacion hasta las 72 horas,
confirmando la induccién de estados de latencia en las células como resultado del
almacenamiento.
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Se puede concluir que la formulacidn no tuvo un efecto negativo en la estabilidad de
los dos hongos bajo condiciones de almacenamiento. Para continuar con el desarrollo
de estos bioplaguicidas es importante en la etapa de optimizacién de productos,
evaluar posibles inductores de germinacién que le ayuden a los microorganismos a
romper la latencia que se induce por el almacenamiento. Estas sustancias podrian
incorporarse en la formulacién con el fin de lograr que el porcentaje de germinacién de
los conidios almacenados sea siempre superior al 95% en un tiempo no mayor a 24
horas de incubacién y de esta forma asegurar la eficacia de los productos al momento
de ser aplicados en el campo.

2.4.4. Estabilidad frente a la radiacion ultravioleta

Evaluacion de la susceptibilidad de los principios activos frente a la radiacion
ultravioleta monocromatica (254 nm)

En cajas de Petri estériles se colocaron muestras de 0,1 g de los principios activos de
los prototipos de bioplaguicidas a base de L. lecanii (VI026), P. fumosoroseus (Pc013)
y B. bassiana (Bv056) y se cubrieron con papel vinipel.

Las cajas de Petri con las muestras se expusieron a una distanciada de 20 cm de una
lampara Sylvania T8G30 que emite radiacion ultravioleta monocromatica tipo C con
una longitud de onda de 254 nm. Antes de iniciar la exposicion y después de 3,6y 24
horas de exposicion a la radiacion para el caso de P. fumosoroseus y antes de iniciar
la exposicion y después de 2, 4, 6 y 24 horas de exposicién para B. bassiana y
L. lecanii se retir6 una muestra y se evalué su germinacion. Para determinar la
capacidad de germinacion de los conidios, la muestra se suspendié en una solucién de
Tween 80 al 0.1%, se agité durante 30 segundos y a partir de esta suspension se
realizé una segunda dilucion decimal. De cada dilucion se tomaron 0.1 mL que se
inocularon sobre una caja Petri con Agar Extracto de Malta por triplicado. Las cajas se
incubaron durante 24 horas a una temperatura de 25°C, tiempo después del cual se
corté de cada caja un cuadrado de Agar de 1 cm? que se coloco sobre una lamina
portaobjetos. Se adiciond una gota de azul de lactofenol y se cubrié con una laminilla.
Posteriormente se realiz6 la lectura de los conidios germinados y sin germinar en 10
campos oOpticos de cada fragmento de Agar mediante observacion al microscopio.

Después de 24 horas de exposicion a la radiacion UV tipo C se encontré que la
capacidad de germinacién de los conidios de L. lecanii disminuy6 en un 82,3%, para el
caso de P. fumosoroseus no se presentd reduccion en la germinacion del hongo y
para B. bassiana se obtuvo una reduccion de la germinacion del 47.70% después de
24 horas de exposicion. Estos resultados indican que los conidios de L. lecanii y
B. bassiana son susceptibles a los efectos nocivos de la radiacién ultravioleta
monocromatica utilizada en el presente estudio, la cual puede causar diferentes tipos
de dano. La radiacion UV induce efectos negativos en las células como consecuencia
de su accion sobre diversas moléculas: porfirinas, carotenoides, esteroides, quinonas,
proteinas y acidos nucleicos. En hongos, estos efectos negativos pueden causar
retraso del crecimiento, mutaciones o muerte celular. EIl ADN expuesto a la radiacion
UV puede sufrir lesiones directas e indirectas. El dafio directo resulta de la formacion
de fotoproductos tales como dimeros de pirimidinas (apariciéon de enlaces covalentes
entre bases pirimidimicas adyacentes: citosina-citosina o citosina-timina), hidratos de
pirimidina y entrecruzamientos entre ADN y proteinas. El dafo indirecto se debe
principalmente a la aparicién de especies de oxigeno reactivo (perdxido de hidrogeno,
oxigeno singlete y radicales hidroxilos) que oxidan la pentosa presente en el ADN y
rompen la hebra de la molécula (Devotto y Gerding 2003).
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En el caso de P. fumosoroseus no se observé un efecto negativo producido por la
radiacidn ultravioleta evaluada en el presente trabajo, posiblemente porque este
microorganismo presenta algun mecanismo de defensa frente a la luz. Esto podria
atribuirse a la pigmentacion de las esporas que tienen un color violeta claro, mientras
que los conidios de L. lecanii son totalmente blancos y los de B. bassiana presentan
una ligera coloracién beige. Nicholson et al., (2005) sugirieron que uno de los
mecanismos de proteccion de las células frente a la radiacion UV consiste en la
acumulacion de pigmentos de absorcion en la parte superficial de la espora, en
particular en la cobertura exterior de la membrana. Estos pigmentos actuan
absorbiendo la radiacién antes de que ésta penetre y produzca dafos sobre el DNA.

Evaluacion de la fotoestabilizacion brindada por las formulaciones a los tres
hongos entomopatégenos

Teniendo en cuenta que el mayor porcentaje de radiacion solar que alcanza la
atmaosfera terrestre se encuentra en el rango de los 300 nm a 400 nm, (radiacion tipo
UVA vy una fraccion de UVB) y considerando que la evaluacion bajo condiciones de
laboratorio se desarrolld exponiendo los hongos a una longitud de onda perteneciente
al UVC, se decidié realizar un ensayo bajo condiciones de campo con el fin de
establecer el efecto estabilizador de las formulaciones frente a la radiacion solar. Esta
prueba se realizé en el municipio del Espinal, departamento del Tolima, debido a que
en esta regidén se presentd una alta presencia de la plaga por controlar y por ende, se
realizaron los estudios de eficacia en campo de los prototipos de bioplaguicidas
desarrollados.

El ensayo se realiz6 bajo un disefio completamente al azar en el cual la unidad
experimental consistido en una caja de Petri con Agar Agua sobre la que se ubicé una
hoja de tomate previamente desinfectada con una solucién de hipoclorito de sodio al
1.0%. Se pesaron muestras de 0.1 g del principio activo y del producto a base de L.
lecanii, B. bassiana y P. fumosoroseus, los cuales fueron colocados sobre las hojas de
tomate. Las cajas destapadas fueron expuestas al sol durante 6 horas retirando cada
hora una muestra de espora desnuda y contenida en el producto de cada uno de los
hongos. Como parametro de evaluacion de la viabilidad de los conidios se establecio
la capacidad de germinacién a las 24 horas de incubacion, variable que se midié por
triplicado en cajas de Petri con medio Agar Extracto de Malta. Las muestras
expuestas a la radiacion fueron llevadas al laboratorio en donde cada hoja de tomate
se lavd con 1 mL de una solucién de Tween 80 al 1%, la suspension de lavado fue
llevada a un tubo con 9 mL de una solucion de Tween 80 al 0.1%, a partir de la cual se
inocularon las cajas con el medio de Agar Extracto de Malta. Pasado el tiempo de
incubacién se cortaron fragmentos de 1 cm? de cada caja de Petri y se aplicé una gota
de azul de lactofenol. Los fragmentos de medio de cultivo fueron ubicados en una
lamina portaobjetos y cubiertos con una laminilla. Posteriormente se observaron en el
microscopio y se determind el porcentaje de germinacion en cada fragmento contando
los conidios germinados y sin germinar en diez campos 6pticos.

Se observé una reduccion en la germinacion de todos los tratamientos a medida que
avanzé el tiempo de exposicion, resultado que indica que en todos los casos la
radiacion solar presentd un efecto negativo sobre la viabilidad de los microorganismos
formulados y sin formular (Figura 12, Tabla 7).

Después de 6 horas de exposicion a la radiacion solar, los conidios no formulados de
L. lecanii (V1026) disminuyeron su capacidad de germinacion en un 69,69%, en tanto
que los formulados en un 37,39%, presentandose diferencias estadisticamente
significativas en la capacidad de germinacion de los conidios formulados y sin
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formular, lo que indica que para este caso la formulacion presenta un efecto protector
de las células frente a la radiacion. Los conidios sin formular de B. bassiana, (Bv056)
presentaron una reduccion del 46,52% y del 26,36% cuando se encontraban
formulados detectandose diferencias estadisticas entre estos tratamientos, lo que
indica que para este microorganismo la formulacion también protegio
significativamente las células durante su exposicién directa al sol. Los conidios de P.
fumosoroseus (Pc013) disminuyeron en un 43,11% y en un 42,43% su capacidad para
germinar cuando se encontraban formulados y sin formular respectivamente,
resultados que no fueron estadisticamente diferentes, lo que sugiere que para este
microorganismo la formulacién no protege al hongo durante su exposicion a la
radiacion solar.

El efecto protector ejercido por la formulacién se atribuye al filtro solar, a partir de los
resultados obtenidos se puede deducir que el filtro solar empleado para las
formulaciones no produjo en ninguno de los casos una proteccion del 100% en la
viabilidad de los hongos, lo que podria atribuirse a que estas sustancias normalmente
sélo absorben algunas longitudes de onda y posiblemente no cubrieron todo el rango
de radiacion emitido por el sol y capaz de atravesar la atmosfera terrestre el cual
comprende entre los 300nm a 400nm y por tanto es probable que los microorganismos
absorbieran parte de la radiacién a la que fueron expuestos. Dicha radiacion pudo
causar la disminucién de su capacidad de germinacion como consecuencia de los
dafios a nivel del ADN y de las proteinas de la célula por la accién de la formacion de
fotoproductos o la accion de radicales libres como se mencion6 anteriormente.

Al comparar los resultados obtenidos en los ensayos realizados en campo, con los que
se llevaron a cabo en el laboratorio empleando una longitud de onda de 254 nm, se
observé que en los dos ensayos, los conidios de L. lecanii, (Lv026), fueron los mas
susceptibles a la radiacién solar (Radiacién tipo UV-A y UV-B) y a la longitud de onda
evaluada de la radiacion tipo C. Este resultado posiblemente se debié a que este
microorganismo presenta una coloracion blanca, lo que se relaciona con la ausencia
de pigmentos que lo protejan de la radiacion ultravioleta, presumiblemente al
absorberla antes de que penetre al ADN siendo una de las posibles causas de su
sensibilidad a la misma. Ademas, es posible que este microorganismo no posea otros
mecanismos de defensa, como enzimas, que le permitan controlar el estrés oxidativo
producido por especies reactivas de oxigeno generadas por la radiacion UV-A
(Friedberg et al., 1995) asi como por la radiacion UVB que actua modificando los
aminodacidos que poseen en su estructura anillos aromaticos (Imshenetsky et al., 1979;
Margalith 1992; Pourzand y Tyrell 1999) lo que genera la formacién de especies
reactivas de oxigeno (Miller et al., 2004).

Para el caso de los conidios de P. fumosoroseus los resultados obtenidos indicaron
que fueron sensibles a la radiaciéon solar (UV-A y UV-B), pero no lo fueron a la
longitud de onda de 254nm empleada en laboratorio que corresponde a radiacion
ultravioleta tipo UV-C. Es posible que el pigmento de este aislamiento de P.
fumosoroseus absorba la radiacién con una longitud de onda de 254 nm; pero que no
absorba longitudes de onda mayores como es el caso del UV-B y UV-A. Asimismo,
como en el caso de L. lecanii los resultados indican que posiblemente el hongo Pc013
no posee tampoco mecanismos enzimaticos de defensa para controlar el estrés
oxidativo generado por la radiaciéon. Esta sensibilidad del aislamiento Pc013 a la
radiacion solar concuerda con los resultados obtenidos por Fargues et al., (1997),
quienes empleando un simulador solar encontraron que la radiacion UV-B es el
principal factor responsable de la mortalidad de los hongos entomopatégenos
Paecilomyces fumosoroseus y Metarhizium anisopliae.
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Es importante en la etapa de optimizacién de los productos a base de P.
fumosoroseus y de B. bassiana, tener en cuenta los resultados obtenidos en estas
pruebas y evaluar otros tipo de filtros solares o mezclas de ellos para optimizar la
estabilidad de los formulados frente a la luz solar.

Tabla 7. Estabilidad de los bioplaguicidas y los conidios sin formular frente a la luz
solar.

L. lecanii B. bassiana Paecilomyces sp.

Tiempo Producto Espora Tiempo Producto Espora Tiempo Producto Espora

0 86,03 80,97 O 76.83 86,52 O 55,72 67,59
1 45,55 58,82 1 64,84 62,07 1 12,00 31,73
2 47,00 43,00 2 63,63 46,26 2 15,30 32,11
3 38,61 36,66 3 54,72 4513 3 15,74 27,27
4 41,74 37,34 4 50,95 37,04 4 15,00 18,18
5 43,24 23,72 5 55,00 47,06 5 18,85 31,09
6 48,64 11,28 6 50,47 40,00 6 13,29 24,48
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Figura 12. Estabilidad de los bioplaguicidas y los conidios sin formular frente a la luz

solar. Las barras con la misma letra no presentaron diferencias significativas segun la prueba de Tukey
(a=0.05).

2.4.5. Compatibilidad con agroquimicos utilizados

Una de las principales limitantes que se han detectado cuando un producto biolégico
es evaluado bajo condiciones de campo, es su posible incompatibilidad con los
insumos usados dentro de las practicas del cultivo, entre ellos los plaguicidas quimicos
que deben ser utilizados para los demas problemas fitosanitarios que se presentan en
él. Por tal razén y con miras a integrar el bioplaguicida desarrollado previamente a
base de L. lecanii y los bioplaguicidas por desarrollar a base de Beauveria bassiana y
P. fumosoroseus en un programa de manejo integrado de plagas, se realizaron
algunos estudios de compatibilidad in vitro de dichos microorganismos con plaguicidas
de uso frecuente en cultivos de tomate y melon. Para tal fin se seleccionaron los
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productos fungicidas: Metalaxil, Benomil, Captam + Carboxim, Pencycuron,
Propiconazol, Pyrimethanil, Carbendazim, Clorotalonil, Dimetomorf, Triforina,
Mancozeb, Oxicloruro de Cobre Ditiocarbamato y Fosetil aluminio; asi como los
insecticidas Carbofuran, Permetrina, Carbosulfan, Clorpirifos, Spinosad, Metil-
tiofanato, Profenofos y Thiodicarb.

Este experimento se realizd en cajas de Petri con medio Agar Saboureaud, al cual se
le adicion6 cada plaguicida independientemente, a la dosis comercial recomendada en
la etiqueta, la mitad y un cuarto de ésta. En dichos medios de cultivo con plaguicidas y
en medio Saboureaud sin agroquimicos (control), se sembraron diluciones seriadas de
conidios de los hongos, evaluandose posteriormente la germinacion por observacién al
microscopio. También se evalud el efecto de estos plaguicidas sobre el crecimiento
diametral de los hongos, para lo cual se sembraron en la parte central de cajas de
Petri con los medios mencionados anteriormente, fragmentos circulares de 5mm de
diametro de medio de cultivo crecidos con cada hongo, tanto en los medios con
plaguicida a las dosis mencionadas previamente como en medios sin plaguicidas. Se
utilizaron tres repeticiones por tratamiento y se midié el didmetro de la colonia formada
alos 3, 6 y 9 dias de incubacion.

e B. bassiana

En la figura 13 se observan los resultados obtenidos con los diferentes fungicidas
evaluados, en donde se evidencio el efecto negativo de la mayoria de estos sobre la
germinacion de los conidios de B. bassiana Bv056. Los fungicidas Metalaxil, Benomil,
Captan + Carboxim, Propiconazol, Pyrimethanil, Clorotalonil, Dimetoato + Mancozeb,
Triforina y Mancozeb inhibieron totalmente la germinacion del microorganismo, razoén
por la cual no se consideran compatibles con el entomopatégeno. Estos fungicidas
tienen mecanismos de accién variados que causaron la inhibicion de la germinacién
entre los que se encuentran: la unién con la subunidad beta de los dimeros de tubulina
(componente de la estructura celular), que produce el cese de la divisién celular, la
desorganizacion de la estructura fina de las células fungicas y la pérdida de la
integridad celular (benomil), interrupcion de la sintesis del ergosterol e interferencia
con el metabolismo de la glucosa.
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Figura 13. Efecto de diferentes fungicidas sobre la germinacion de conidios de

B. bassiana Bv056. Las barras con la misma letra no presentaron diferencias significativas seguin la
prueba de Tukey (a=0.05).

El fungicida Carbendazim no afectdé la germinacion del microorganismo, no
encontrandose diferencias estadisticas con respecto al control segun la prueba de
Tukey (0=0.05). Este agroquimico inhibe la sintesis de DNA durante la mitosis y el
mecanismo de transmision del mensaje genético del DNA al RNA. Impide el desarrollo
de las hifas la formacién de apresorios y el crecimiento del micelio. Normalmente este
fungicida permite la germinacion de los conidios pero posteriormente afecta la divisiéon
celular causando la muerte del hongo (Lifian, 1997). Este efecto fue confirmado con la
prueba de crecimiento diametral (Figura 14), en la cual no se obtuvo desarrollo del
hongo, confirmando que éste si puede germinar pero no hay crecimiento del micelio,
por lo tanto a pesar de no afectar la germinacion, el fungicida es incompatible con el
microorganismo.
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Figura 14. Efecto del fungicida Carbendazim sobre el crecimiento diametral de
B. bassiana Bv056.
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Con el fungicida Pencycuron se observd una reduccion significativa de la germinacion
cuando se utilizé la dosis recomendada, mientras que al emplear la mitad y un cuarto
de dicha dosis, el analisis estadistico no detectd diferencias estadisticas con respecto
al control. Aunque su mecanismo de accion no ha sido esclarecido completamente, se
ha reportado que su efecto se basa en la inhibicion de la division celular, permitiendo
la germinacion pero no el desarrollo de los hongos (Lifan, 1997), lo cual se confirmd
con la evaluacién de su efecto sobre el crecimiento diametral (Figura 15).
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Figura 15. Efecto del fungicida Pencycuron sobre el crecimiento diametral de
B. bassiana Bv056.

Los resultados obtenidos in vitro sugieren que ninguno de los fungicidas evaluados es
compatible con el microorganismo y no deben ser aplicados conjuntamente.

En cuanto a los resultados obtenidos con los insecticidas, se observa en la figura 16
que los productos Clorpirifos y Thiodicarb inhibieron totalmente la germinacién del
hongo a las tres dosis evaluadas. Profenofos, Carbofuran y Thiodicarb produjeron una
reduccion significativa de la germinacion con las tres dosis evaluadas. Permetrina y
Carbosulfan redujeron significativamente la germinacion cuando se utilizé la dosis
recomendada y la mitad de la misma, pero no cuando se utilizé un cuarto de la dosis.

Con los insecticidas Spinosad y Metil-tiofanato no se presentd efecto sobre la
germinacion del microorganismo a las tres dosis evaluadas y en la prueba de
crecimiento diametral no se encontraron diferencias estadisticas entre los tratamientos
segun la prueba de Tukey (a=0.05), sugiriendo que estos dos productos no afectaron
el desarrollo de B. bassiana (Bv056) y podrian utilizarse conjuntamente en el manejo
integrado de las moscas blancas bajo condiciones de campo.

Con los insecticidas Carbofuran, Permetrina y Carbosulfan a pesar de observarse una
disminucion en la germinacion de conidios, ésta alcanzé el 100% después de 48 horas
de incubacion del microorganismo. Ademas en la prueba de crecimiento diametral no
se encontraron diferencias estadisticas entre el tratamiento control y los resultados
obtenidos con estos insecticidas, lo cual indica que estos agroquimicos causan un
retardo en el proceso de germinacion pero no interfieren con su desarrollo posterior,
considerandose compatibles con B. bassiana.

Los resultados obtenidos in vitro generaron un idea de la compatibilidad del hongo con

los productos quimicos evaluados, sin embargo, es necesario demostrar dicha
compatibilidad bajo condiciones agronémicas, realizando experimentos in planta que
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simulen las condiciones reales de contacto entre el microorganismo y los plaguicidas
comunmente usados en cada cultivo.
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Figura 16. Efecto de diferentes insecticidas sobre la germinaciéon de conidios de

B. bassiana Bv056. Las barras con la misma letra no presentaron diferencias significativas segun la
prueba de Tukey (a=0.05).

Con base en los resultados se propuso la siguiente tabla de compatibilidad (Tabla 8)
para tener en cuenta al requerir aplicar un agroquimico en los cultivos donde se esté
manejando la mosca blanca con el bioplaguicida a base de B. bassiana.

Tabla 8. Compatibilidad de B. bassiana con agroquimicos.

Agroquimico Compatibilidad
Alta Media Incompatible

Carbofuran X
Permetrina X
Carbosulfan X
Clorpirifos

Insecticidas  Spinosad X
Metil-tiofanato X
Profenofos
Thiodicarb

>

Metalaxyl
Benlate
Carboxin-Captam
Pencycuron
Propiconazol
Fungicidas Pyrimethanil
Carbendazim
Clorotalonil
Dimetomorf +
Mancozeb
Triforina
Mancozeb
Fosetil Al

XXX XXXXXXXXX|XX
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e Lecanicillium lecanii

En la figura 17 se observa el efecto de los agroquimicos evaluados sobre la
germinacion del hongo a las 24 horas de incubacion. Los resultados mostraron que la
germinacion del microorganismo no fue afectada por el insecticida hidrolato de helecho
macho y los fungicidas Azufre y Oxicloruro de cobre, ya que con estos productos a las
tres dosis evaluadas, se obtuvieron porcentajes de germinacion superiores al 95%, los
cuales no fueron estadisticamente diferentes entre si, ni lo fueron del porcentaje de
germinacion del tratamiento control. El fungicida Oxicloruro de cobre inhibe Ila
transferencia de electrones en la respiracion celular y afecta el ciclo de Krebs de las
hifas y el Azufre cuyo mecanismo no ha sido esclarecido hasta el momento, no
disminuyd la capacidad de germinacién del hongo biocontrolador, cuando éste fue
cultivado en medio de cultivo suplementado con estos agroquimicos. Este resultado es
interesante, ya que una de las principales limitantes del uso de hongos
biocontroladores en condiciones de cultivo, es su incompatibilidad con los fungicidas
que se emplean para otras plagas. Tal es el caso de los fungicidas Clotrotalonil y
Difenoconazol, los cuales mostraron su incompatibilidad con el hongo, ya que
redujeron significativamente la germinacion de los conidios, no obteniéndose
germinacion al utilizar las tres dosis de Difenoconazol o una y media dosis de
Clorotalonil y alcanzando un porcentaje del 5% con un cuarto de dosis de este ultimo.
Clorotalonil actua inhibiendo el ciclo de Krebs y Difenoconazol interfiere con la sintesis
de los esteroles de la membrana celular (Lifan, 1997), razén por la cual son poco
selectivos y por actuar en sitios vitales para el desarrollo celular, posiblemente
afectaron drasticamente los conidios de L. lecanii.

Los insecticidas Carbofuran y Dimetoato, también fueron incompatibles con el
microorganismo, inhibiendo significativamente la germinacién del mismo. Se
obtuvieron germinaciones del 3%, 5% y 7% cuando se utilizaron una, media y un
cuarto de la dosis comercial de Carbofuran, respectivamente y del 0%, 0% y 5%
cuando se utilizaron una, media y un cuarto de la dosis comercial de Dimetoato,
respectivamente. Estos productos, a pesar de no ser fungicidas y de tener como
mecanismo de accién para el manejo de insectos, la inhibicién de la acetil-colina
(Liran, 1997), afectaron negativamente al microorganismo, efecto podia atribuirse a la
molécula activa o a los auxiliares y solventes de las formulaciones.

En cuanto al efecto de los agroquimicos sobre el crecimiento del hongo, en el
tratamiento control, el crecimiento fue progresivo durante el tiempo de incubacion,
llegando la colonia a un diametro de 25mm después de 11 dias de incubacion. Con el
funguicida Oxicloruro de Cobre se observd un crecimiento lento del hongo con
respecto al control el cual fue mas evidente a medida que aumenté la dosis del
producto. A pesar de no haberse encontrado efecto sobre la germinacion, si se
observé un retraso en el crecimiento, lo que sugiere que el fungicida posiblemente no
afectd la formacién del tubo germinal, pero si su elongacién y la formacion posterior de
micelio actuando como un fungistatico. Con el fungicida azufre, no se observo
crecimiento de las colonias a pesar de no haberse presentado efecto sobre la
germinacion. Con el fungicida Difenoconazol, con el cual no se obtuvo germinacion de
conidios a las 24 horas de incubacion, tampoco se presentd crecimiento de las
colonias, resultado que indica que este producto es incompatible con el hongo y causoé
la muerte de los conidios del mismo.
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Figura 17. Efecto de diferentes agroquimicos sobre la germinacién de L. lecanii. Las
barras con la misma letra no presentaron diferencias significativas segun la prueba de Tukey (a=0.05).

Los plaguicidas Dimetoato, Clorotalonil y Furadan inhibieron la germinacion del hongo
hasta las 24 horas de incubacién, sin embargo, posteriormente se observé crecimiento
de las colonias en la prueba de crecimiento diametral a excepcion del tratamiento
consistente en una dosis de Dimetoato, sugiriendo que posiblemente el
microorganismo no perdiéo su viabilidad en los tratamientos restantes con estos
productos, soélo requirid6 mas de 24 horas para su germinacion. Este resultado indica
que los agroquimicos evaluados no mataron las células, posiblemente indujeron un
estado de latencia en el microorganismo.

Tabla 9. Compatibilidad de L. lecanii con agroquimicos.

Agroquimico Compatibilidad

Alta Media Incompatible

Carbofuran
Dimetoato
Spinosad
Hidrolato de
Helecho macho

X
X

Insecticidas

Oxicloruro de Cu
Azufre
Carboxin-Captam
Difenoconazol
Propiconazol
Clorotalonil

XX X X X

Fungicidas

Estos productos presentaron al igual que el Oxicloruro de Cobre a las tres dosis
evaluadas y el Spynosad al usar la dosis completa, un efecto fungistatico, ya que
retrasaron el crecimiento diametral, puesto que los diametros de la colonia fueron
inferiores a los obtenidos con el tratamiento control a los mismos tiempos de
evaluacion. Cuando el Dimetoato se utilizé en su dosis recomendada por el fabricante
y la mitad de ésta, causo la muerte de L. lecanii, demostrando su incompatibilidad con
éste y no siendo recomendable su aplicacion conjunta en un cultivo. Este mismo
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efecto se observo con los fungicidas Propiconazol y Captam-Carboxin utilizados a la
dosis recomendada y la mitad de ésta. El Hidrolato de helecho macho ademas de no
afectar la germinacion del microorganismo, tampoco tuvo un efecto significativo sobre
el desarrollo de las colonias, las cuales presentaron diametros similares a los
obtenidos con el tratamiento control para los diferentes tiempos de evaluacion,
confirmando su compatibilidad con el agente biocontrolador.

Los resultados obtenidos permitieron proponer la Tabla 9 para tener en cuenta al
requerir aplicar un agroquimico en los cultivos donde se esté manejando la mosca
blanca con el bioplaguicida a base de L. lecanii.

e P. fumosoroseus.

Al evaluar la compatibilidad in vitro de P. fumosoroseus (Pc013) con diferentes
fungicidas se observé que el hongo germiné sin presentar diferencias estadisticas con
el control cuando se utilizaron los productos Carbendazim y Benomil, resultado que
sugiere que dichos agroquimicos no afectaron la capacidad de germinar de este
microorganismo (Tukey, a=0,05) (Figura 18). Tampoco se observé un efecto sobre el
crecimiento, ya que en la prueba de crecimiento diametral no se detectaron diferencias
significativas entre los diametros de las colonias del hongo en los diferentes dias de
evaluacion, cuando éste fue crecido sin los fungicidas y con las tres dosis evaluadas
de éstos; sugiriendo que Carbendazim y Benomil son compatibles con P.
fumosoroseus Pc013. Estos fungicidas sistémicos de la familia de los benzimidazoles,
actuan sobre la division celular inhibiendo el desarrollo de los tubos germinativos, la
formacion de apresorios y el crecimiento del micelio, pero no afectan la germinacion.
Este comportamiento podria atribuirse a que dichos fungicidas sistémicos de la familia
de los benzimidazoles, actian sobre la division celular inhibiendo el desarrollo de los
tubos germinativos, la formacién de apresorios y el crecimiento del micelio, pero no
afectan la germinacion. Sin embargo, tampoco se detecto un efecto sobre el desarrollo
micelial, lo que sugiere que Carbendazim y Benomil son compatibles con
Paecilomyces sp. Pc013.

Con los demas fungicidas evaluados se observé una inhibicion significativa de la
germinacion del microorganismo utilizando las tres dosis evaluadas lo que indica que
P. fumosoroseus (Pc013) es incompatible con Ditiocarbamato, Dimetomorf, Manazeb,
Triforina, Oxicloruro de Cu y Pyrimethanil y no debe ser aplicado conjuntamente con
dichos fungicidas o se deben considerar periodos de carencia entre las aplicaciones
del hongo y los productos quimicos (Figuras 19 y 20).
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Figura 18. Efecto de diferentes fungicidas sobre la germinacion de P. fumosoroseus
Las barras con la misma letra no presentaron diferencias significativas segun la prueba de Tukey (a=0.05)

Figura 19. Germinacion de P. fumosoroseus Pc013 después de 24 horas de
incubacion. A. Dosis recomendada de Manazeb, B. Dosis recomendada de
Dimetomorf, C. Tratamiento control.

En la figura 23 se observan los resultados obtenidos con los insecticidas Spynosad,
Clorpirifos y Metil-tiofanato. El insecticida Spynosad no afectd la germinacion del
microorganismo sugiriendo que es un producto compatible con el agente
biocontrolador. Este hecho podria deberse al mecanismo de accion de dicho producto,
el cual es un inhibidor de la acetilcolinesterasa (Lifian, 1997), enzima que no se
encuentra en los hongos.
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Figura 20. Efecto de diferentes insecticidas sobre la germinacion de P. fumosoroseus.
Las barras con la misma letra no presentaron diferencias significativas segun la prueba de Tukey («=0.05)

Los insecticidas Clorpirifos y Metil-tiofanato redujeron significativamente la
germinacion del hongo con respecto al tratamiento control, obteniéndose
germinaciones inferiores al 5% a excepcion del tratamiento con un cuarto de la dosis
recomendada de Clorpirifos. Estos insecticidas son inhibidores de enzimas tipo
esterasas en los insectos (Linan, 1997), por lo que podrian tener efecto negativo sobre
alguna de las enzimas tipo esterasa del microorganismo afectando su germinacion y
desarrollo. Con los resultados obtenidos se propone la Tabla 10, en la cual se
presenta un resumen de la compatibilidad de P. fumosoroseus (Pc013) con algunos
agroquimicos.

Con los resultados obtenidos se propone la Tabla 10, en la cual se presenta un
resumen de la compatibilidad de P. fumosoroseus Pc013 con algunos agroquimicos.

Tabla 10. Compatibilidad de P. fumosoroseus con agroquimicos

Agroquimico Compatibilidad
Alta Media Incompatible

Clorpirifos X

Metiltiofanato X
Insecticidas  Spinosad X

Oxicloruro de Cu X

Carbendazim X

Benomil X

Manazeb X

Triforina X
Fungicidas Pyrimethanil X

Dimetomorf X
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2.5. Determinaciéon de la eficacia de los preformulados bajo condiciones de
laboratorio
Carlos Espinel; Lissette Torres; Laura Villamizar; Erika Grijalva; Alba Marina Cotes

Se llevo a cabo la infestacién de adultos de mosca blanca en las plantas de frijol bajo
las mismas condiciones mencionadas en el numeral 2.2. Una vez observadas ninfas
de segundo instar se realizd la aplicacion de los preformulados ajustados a la
concentracién de 1 x 107 conidios.mL™", mediante un microaspersor con una presion de
50 psi y un volumen de 3 ml por ftrifolio. Conjuntamente con los preformulados
desarrollados a base de B. bassiana y P. fumosoroseus se evalud el insecticida
microbiano a base de L. lecanii debido a que presentd porcentajes de infeccion
superiores al 68% sobre T. vaporariorum bajo condiciones de campo,
desconociéndose su efecto sobre B. fabaci; ademas, se podria contar con una
alternativa de control en aquellos cultivos en los que se presenten las dos especies de
mosca blanca. Los tratamientos evaluados se encuentran en la tabla 11.

Tabla 11. Tratamientos utilizados en la evaluacion de la actividad biocontroladora de
los preformulados a base de B. bassiana y P. fumosoroseus y del bioplaguicida a base
de L. lecanii contra ninfas de Bemisia tabaci.

Tratamiento Descripcion

Conidios de Lecanicillium lecanii producidos en el sustrato de
1 produccién masiva
Conidios de Beauveria bassiana producidos masivamente en el
sustrato seleccionado
Conidios de P. fumosoroseus producidos masivamente en el sustrato
seleccionado
Bioplaguicida a base de Lecanicillium lecanii (VI 026)
Preformulado a base de Beauveria bassiana (Bv 056)
Preformulado a base de P. fumosoroseus (Pc 013)
Testigo absoluto (sin aplicacion)

N

NOoO oW

Posteriormente, al sexto dia post aplicacion se realizé el conteo de las ninfas totales y
ninfas enfermas que presentaron cambio de coloracion y pérdida de turgencia,
evidenciada por un aplastamiento corporal. Al dia 14 se contaron los adultos
emergidos, evidenciados por las exuvias presentes. Se utilizé un disefio experimental
completamente al azar con siete repeticiones por tratamiento.

Se determind el porcentaje de eficacia de cada uno de los tratamientos, mediante la
férmula de Schneider-Orelli y adicionalmente, a los datos obtenidos se les realizé un
analisis de varianza y una prueba de diferencias minimas significativas (DMS)
(a=0.05).

Al determinar la actividad biocontroladora de los productos a base de B. bassiana, P.
fumosoroseus y L. lecanii, se encontré que a los seis dias post aplicacién el mayor
porcentaje de mortalidad lo causé el preformulado a base de B. bassiana con un
76.5%. La prueba DMS (a=0.05), no determind diferencias significativas con la
mortalidad ocasionada por los conidios sin formular, que fue de 66.5%; pero si
presentoé diferencias significativas con el resto de los tratamientos. Cuando se evalu6
el aislamiento de P. fumosoroseus, se observé un comportamiento similar al obtenido
con el de B. bassiana, debido a que el mayor porcentaje de mortalidad se presentd
con los conidios formulados en comparacion con los no formulados, siendo estos del
52.1% y 42.8%, respectivamente. Caso contrario ocurri6 con el aislamiento de
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L. lecanii, cuyos conidios sin formular produjeron una mayor mortalidad que los
formulados, siendo de 56.2% y de 40.9% respectivamente (Figura 21).
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Figura 21. Efecto de los preformulados a base de B. bassiana y P. fumosoroseus y del
insecticida microbiano a base de L. lecanii sobre ninfas de B. tabaci a los seis dias de
aplicacion. Las barras con la misma letra no presentaron diferencias significativas segiin DMS (a=0.05).

A los 14 dias post aplicacion, no se presentaron diferencias significativas entre los
porcentajes de eficacia producidos por el preformulado a base de B. bassiana y los
conidios sin formular de P. fumosoroseus y L. lecanii, los cuales fueron del 96.5%,
95.2% y 92.9%, respectivamente. Adicionalmente, no se presentaron diferencias
significativas entre los porcentajes de eficacia alcanzados por los conidios sin formular
de B. bassiana y los preformulados a base de P. fumosoroseus y L. lecanii (Figura 22).
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Figura 22. Efecto de los preformulados a base de B. bassiana y P. fumosoroseus y del
insecticida microbiano a base de L. lecanii sobre ninfas de B. tabaci a los catorce dias

de aplicacion. Las barras con la misma letra no presentaron diferencias significativas segin DMS
(0:=0.05).
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Al comparar los resultados obtenidos en el presente estudio con los registrados por
Espinel et al.,, (2004) en el cual se seleccionaron estos mismos aislamientos, los
porcentajes de eficacia presentaron un incremento del 3.59%, 29.1% y 45.9% para los
mismos aislamientos de P. fumosoroseus, B. bassiana y L. lecanii, respectivamente,
para el dia 14 de evaluacion. Esto podria estar relacionado con un efecto conferido por
el medio de crecimiento del microorganismo en su actividad biocontroladora; debido a
que en el ensayo de seleccion de aislamientos, los microorganismos se sembraron en
medio de cultivo YDB (Espinel et al., 2004) y en el presente estudio para la seleccion
de los preformulados se utilizaron sustratos de produccion masiva los cuales pudieron
activar algunos factores determinantes en el mecanismo de accion entomopatogénica
de los microorganismos. Tal es el caso de un mejoramiento en la capacidad de
adherencia de las células, ya sea por modificacion de la carga de la pared celular o por
un aumento en la produccion de mucilago que media el proceso de adhesién a la
cuticula del insecto. También podrian haber aumentado la velocidad de germinacion
de los conidios, la producciéon de enzimas como quitinasas o la produccion de toxinas
que determinan la capacidad de virulencia del microorganismo (Lezama, 1994).

Por otra parte, se evidencié una reduccion significativa entre los porcentajes de
eficacia producidos por el aislamiento de P. fumosoroseus sin formular con respecto al
preformulado, los cuales fueron del 95.29% y 81.8% respectivamente, al dia 14 de la
evaluacion. Este mismo efecto se observé para el aislamiento de L. lecanii, aunque no
fue significativo. En contraste, se observdé un incremento significativo en los
porcentajes de eficacia ocasionados por el preformulado a base del aislamiento de
B. bassiana, en comparacion con los conidios no formulados.

Cabe destacar que los preformulados se evaluaron en condiciones controladas de
laboratorio, en que no hay factores ambientales que podrian influenciar negativamente
la viabilidad de los entomopatégenos. Bajo las condiciones evaluadas, se encontrd
que los excipientes utilizados en el desarrollo del preformulado a base de B. bassiana
podrian haber favorecido su actividad biocontroladora contra B. tabaci, contrario a lo
sucedido con P. fumosoroseus y L. lecanii. El incremento en la mortalidad cuando el
microorganismo es formulado concuerda con estudios realizados por Gémez et al.,
(2005), quienes al evaluar virus de la granulosis formulados sobre Tecia solanivora
(Lepidoptera : Gelechiidae), encontraron porcentajes de eficacia entre el 88% y 100%,
resultados significativamente diferentes a los obtenidos por los aislamientos sin
formular con un porcentaje de eficacia entre el 36% y 86%. En contraste, Villamizar et
al., (2004), al evaluar diferentes prototipos de formulacién de Nomuraea rileyi para el
control de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera : Noctuidae), encontraron una
disminucion en el porcentaje eficacia hasta del 57% en comparacién con este mismo
microorganismo sin formular, indicando en este ultimo caso que la formulacién afecto
la actividad biocontroladora del microorganismo, lo cual pudo deberse a las
operaciones involucradas en el proceso o a alguno de los adyuvantes de formulacion
que pudieron afectar las células o interfirieron en el proceso de infeccion.

Por esta razén es importante evaluar los prototipos desarrollados en el presente
trabajo en condiciones de campo, ya que es bajo condiciones medioambientales
drasticas en que se podrian apreciar las ventajas de la formulacién. Tal es el caso de
una formulacién desarrollada a base del hongo entomopatégeno Metarhizium
anisopliae para el control del la langosta llanera Rhammatocerus schistocercoides
(Orthoptera : Acrididae), la cual al evaluarse bajo condiciones de campo ocasioné una
mortalidad del 67.8% en comparacion con los conidios del hongo sin formular con los
que la mortalidad fue del 9.5% (Espinel et al., 1998).
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2.6 Efecto de la aplicacion combinada de los preformulados sobre B. tabaci bajo

condiciones de laboratorio
Lissette Torres; Carlos Espinel; Alba Marina Cotes

Con el fin de evaluar el efecto de la aplicacion en forma combinada de los
preformulados a base de B. bassiana (Bv) y de P. fumosoroseus (Pc) y del insecticida
microbiano a base de L. lecanii (VI) sobre B. tabaci, se llevé a un cabo un bioensayo
en el cual se evaluaron ocho tratamientos, los cuales correspondieron a la aplicacion
combinada de los tres agentes de control (Bv+Pc+VI), a la aplicacién combinada de
dos agentes de control (Bv+Pc / Bv+VI / Pc+VI) y a la aplicacién individual
(Bv / Pc/ VI), ademas de un testigo absoluto, al cual no se le hizo aplicacion.

La concentracion utilizada fue de 1 x 10" conidios.mL™; para el caso de las mezclas, la
concentracién de cada microorganismo se calculé de tal manera que la concentracion
final de la suspension presentara la misma concentracion anteriormente mencionada.

Se tuvo un disefio experimental completamente al azar, con cinco repeticiones. La
unidad experimental fue una planta de frijol y la unidad de muestreo un foliolo con
ninfas de B. tabaci.

Se llevo el registro a los 14 dias post aplicacion, contando las ninfas de cuarto instar
sanas y/o las exuvias de mosca blanca, las cuales evidenciaron la emergencia de
adultos y por lo tanto la ausencia de infeccién; por sustraccion se determiné el nimero
de individuos muertos. Los datos de mortalidad se corrigieron calculando el porcentaje
de eficacia mediante la formula de Schneider - Orelli. Se realizé un analisis de
varianza y una prueba de comparacion de medias de Tukey (a=0.05).

Los resultados obtenidos indicaron que los porcentajes de mortalidad fueron
superiores al 65% en todos los tratamientos, destacandose que no hubo diferencias
significativas entre los tratamientos en que se mezclaron los microorganismos y en los
que estos se aplicaron individualmente. Sélo se presentaron diferencias significativas
entre el tratamiento Bv+Pc y el tratamiento Pc+VI (Figura 23).
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Figura 23. Efecto biocontrolador de la mezcla de preformulados a base de Beauveria,
P. fumosoroseus y el insecticida microbiano a base de Lecanicillium sobre B. tabaci.
Las barras con la misma letra no presentaron diferencias significativas segun Tukey (a=0.05).
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Esto podria indicar que no se presentd un efecto sinérgico ni antagonista en los
mecanismos de accion de los microorganismos evaluados. Caso contrario ocurridé en
el trabajo realizado por Torres y Cotes (1999), quienes al evaluar la actividad
biocontroladora de un aislamiento de Beauveria bassiana y otro de Metarhizium
anisopliae de manera combinada, sobre adultos de Premnotrypes vorax (Coleoptera:
Curculionidae), encontraron un porcentaje de eficacia del 100% al décimo dia de la
aplicacion. En contraste, cuando se aplicaron estos mismos aislamientos de manera
individual, se obtuvo un porcentaje de eficacia del 50% para este mismo dia de
evaluacion. De esta manera y teniendo en cuenta que con la aplicacion individual de
los preformulados se pueden obtener porcentajes de eficacia similares a los obtenidos
con su mezcla, ademas de las ventajas econdmicas durante el desarrollo individual de
preformulados, se selecciond el producto a base de Paecilomyces sp. para su
aplicacién en campo. El preformulado a base de B. bassiana no se evalué en campo
debido a que la mayoria de los productos existentes en el mercado para el control de
B. tabaci tienen como principio activo este microorganismo.

2.7 Susceptibilidad de los estados de desarrollo de B. tabaci a los preformulados
Carlos Espinel; Lissette Torres; Alba Marina Cotes

Con el fin de determinar el estado de desarrollo de B. fabaci mas susceptible a la
accion de los preformulados a base de B. bassiana (Bv) y P. fumosoroseus (Pc) y del
insecticida microbiano a base de L. lecanii (VI), se llevo a cabo la infestacién de las
plantas con adultos de la plaga de la misma manera descrita anteriormente.

Luego de la infestacion y de observar la presencia de posturas sobre los foliolos de
frijol, se llevd a cabo el conteo del niumero de individuos del estado de desarrollo a ser
aplicado (huevo (h), primero (N1), segundo (N2), tercero (N3) y cuarto instar ninfal
(N4)) (Figura 24). Cuando la mayoria de individuos de cada tratamiento estuvieron en
el instar indicado, se realiz6 la aplicacion de cada uno de los microorganismos
mediante un microaspersor (aerégrafo) con una presion de 50 psi y un volumen de 1
mL por foliolo. En el momento en que los individuos aplicados estuvieron en el
siguiente instar al aplicado se realizé el conteo y por sustraccion se determino el
porcentaje de mortalidad y de eficacia mediante la férmula de correccion de Schneider
— Orelli.
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Figura 24. Estados de desarrollo de B. tabaci. A. Huevo; B. Primer instar ninfal;

C. Segundo instar ninfal; D. Tercer instar ninfal; E. Cuarto instar ninfal. (Fotografias
Espinel).

El disefno experimental fue completamente al azar con tres repeticiones por
tratamiento, los cuales consistieron en la aplicacion de cada uno de los
microorganismos por estado de desarrollo de B. tabaci. La unidad experimental fue
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una planta de frijol de variedad diacol-calima y la unidad de muestreo consistié en un
foliolo de frijol. Se realiz6é un analisis de varianza y una prueba de diferencias minimas
significativas (a=0.05).

Cuando se evalué el efecto de los dos preformulados y del insecticida microbiano
sobre el estado de huevo de B. tabaci, se encontré que el mayor porcentaje de
mortalidad fue producido por el preformulado a base de P. fumosoroseus siendo este
del 44.3%, seguido por el preformulado a base de B. bassiana con 21.7%.
Unicamente se presentaron diferencias significativas entre el preformulado a base de
P. fumosoroseus y el insecticida microbiano a base de L. lecanii (Figura 25).
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Figura 25. Efecto biocontrolador de los preformulados a base de B. bassiana, P.
fumosoroseus y el insecticida microbiano a base de L. lecanii sobre el estado de huevo

de B. tfabaci. Las barras con la misma letra no presentaron diferencias significativas segin DMS
(0:=0.05).

Por otra parte, cuando se hizo la evaluacion sobre el primer instar ninfal, no se
encontraron diferencias significativas en el porcentaje de eficacia obtenido entre los
dos preformulados y el insecticida microbiano, siendo éste porcentaje superior al 58%
en los tres casos (Figura 26). Sin embargo, el porcentaje de eficacia fue superior
cuando se evaluaron los tres productos sobre ninfas de segundo instar, siendo del
72%, 80% y del 95% para el preformulado a base de B. bassiana, el insecticida
microbiano a base de L. lecanii y el preformulado a base de P. fumosoroseus,
respectivamente (Figura 27).
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Figura 26. Efecto biocontrolador de los preformulados a base de B. bassiana, P.
fumosoroseus y el insecticida microbiano a base de L. lecanii sobre primer instar ninfal

de B. tabaci. Las barras con la misma letra no presentaron diferencias significativas segun DMS
(0:=0.05).
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Figura 27. Efecto biocontrolador de los preformulados a base de B. bassiana, P.
fumosoroseus y el insecticida microbiano a base de L. lecanii sobre segundo instar

ninfal de B. tabaci. Las barras con la misma letra no presentaron diferencias significativas segin DMS
(0=0.05).

Cuando se hizo la evaluacion de los tres tratamientos sobre el tercer instar ninfal, el
porcentaje de eficacia no superd el 54%. La mayor reduccion de la mortalidad se
observd con el preformulado a base de P. fumosoroseus siendo ésta del 33.3%
(Figura 28). ElI comportamiento relacionado con la reduccidon de la mortalidad
ocasionada por cada uno de los tres productos en instares avanzados, se evidencié
también sobre el cuarto instar ninfal, debido a que la mortalidad no superé el 25% en
este caso (Figura 29).
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Figura 28. Efecto biocontrolador de los preformulados a base de B. bassiana, P.
fumosoroseus y el insecticida microbiano a base de L. lecanii sobre tercer instar ninfal

de B. fabaci. Las barras con la misma letra no presentaron diferencias significativas segin DMS
(0:=0.05).
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Figura 29. Efecto biocontrolador de los preformulados a base de B. bassiana, P.
fumosoroseus y el insecticida microbiano a base de L. lecanii sobre cuarto instar ninfal

de B. tabaci. Las barras con la misma letra no presentaron diferencias significativas segin DMS
(0=0.05).

Los resultados obtenidos sugieren que B. tabaci presenta mayor susceptibilidad a la
accién de esto tres aislamientos de los hongos entomopatdgenos en estudio en los
estados de desarrollo iniciales, huevo, primero y segundo instar ninfal; resultados
similares se obtuvieron por Garcia (1996), al evaluar el efecto de 46 aislamientos de
L. lecanii sobre estados de desarrollo inmaduros de T. vaporariorum, la mayor
susceptibilidad la encontr6 sobre el segundo instar ninfal, mas en este estudio no
evidencio efecto alguno sobre el estado de huevo. Gindin et al., (2000), al evaluar 35
aislamientos de L. lecanii sobre huevos, ninfas de tercer y cuarto instar y adultos de
B. tabaci (biotipo B), encontraron la mayor susceptibilidad sobre ninfas de primer
instar, recién emergidas de los huevos, con una mortalidad entre el 95 y el 98%, la
menor mortalidad se evidencio sobre el estado adulto con una maxima del 52.6%.
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3. Eficacia de los productos bajo condiciones de campo
Carlos Espinel; Maria Denis Lozano; Alba Marina Cotes; Aristdbulo Lopez-Avila

3.1. Evaluacion sobre cultivo de melén

Con el propésito de evaluar el preformulado a base de P. fumosoroseus, seleccionado
en la etapa de laboratorio y el insecticida microbiano a base de L. lecanii, se llevo a
cabo un ensayo en un cultivo de meldn en el municipio de El Espinal (Departamento
del Tolima), finca Canaima, ubicada a 414 msnm. En la finca se siembra
predominantemente meldn a nivel industrial y hay presencia de cultivos de pimentén y
papaya en menor proporcion (Figura 30).

Figura 30. Panoramica del bioensayo de melén en la finca Canaima (El Espinal —
Tolima) (Fotografia Espinel).

La evaluacion se realizé en una parcela de 800 m?> que contenian 8 surcos de 90 m
de largo x 1 m de ancho; a esta parcela se le denominé MIP, debido a que se
realizaron una serie de practicas biologicas y culturales para el manejo integrado del
cultivo y de la plaga blanco (B. tabaci). Estas practicas consistieron en una
solarizacion del suelo cubriéndolo por 15 dias con un plastico negro y manteniendo el
suelo a capacidad de campo. Para lograr una solarizacién efectiva se debe dejar como
minimo 30 dias con el recubrimiento plastico, pero debido a que el ensayo se realizo
en una finca de produccion industrial se tuvo que adaptar a los requerimientos de
tiempo dados por los ingenieros agrobnomos de campo, para lo cual unicamente se
hizo una solarizacién durante 15 dias. Otra practica consistié en la aplicacion de un
bioplaguicida a base de Trichoderma koningii desarrollado por el Laboratorio de
Control Bioldgico; esta aplicacion se realizé al suelo en el momento de la siembra y
posteriormente cada semana durante un mes y luego cada 15 dias hasta el final del
cultivo. No hubo necesidad de aplicar a nivel foliar porque segun los datos
suministrados por los ingenieros de campo habia muy baja incidencia de patégenos
foliares en estos lotes. También se incluyeron trampas amarillas de 12 x 16 cm con
pegante, ubicadas cada 5 m en el perimetro de la parcela y en el interior de ésta se
ubicaron en forma de “W” 10 trampas, con el fin de hacer la vigilancia de la poblacion.
Asi mismo, se ubicaron trampas de 1.20 cm de largo por 80 cm de ancho, cada 200 m?
para control de mosca blanca. Con el fin de utilizar la estrategia de control bioldgico, el
lote de ocho surcos se dividié en cuatro surcos a los que se les aplicé el bioplaguicida
a base de L. lecanii y a los cuatro restantes se les aplico el preformulado a base de P.
fumosoroseus teniendo como criterio la presencia de adultos de B. tabaci en el cultivo.
Los dos productos consistieron en un polvo mojable para aplicacion con bomba de
?spalda tradicional, la concentracion aplicada de cada producto fue de 10”conidios.mL"
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Paralelamente, separada por 10 surcos de la parcela MIP, se conté con una parcela
de igual dimensién denominada tratamiento agricultor, el cual consistié en el manejo
tradicional del cultivo segun el esquema de produccion industrial ejecutado por la
empresa Grajales S.A. Con el fin de determinar la poblacién de mosca blanca también
se contd con las trampas amarillas en el perimetro y cinco trampas en el interior de la
parcela (Figura 31).

Figura 31. A. Aplicacién del bioplaguicida a base de Trichoderma en el trasplante. B.
Aplicacion semanal de Trichoderma. C. Ubicacién de trampas amarillas. D. Aplicaciéon
de los bioplaguicidas (Fotografias Espinel).

La poblacion de los estados inmaduros de mosca blanca se determindé mediante
muestreos en dos plantas aledanas a cada una de las trampas del interior de las
parcelas, tanto MIP como agricultor. De cada planta se tomaron dos hojas del tercio
final del tallo, se guardaron en bolsas plasticas y se llevaron a laboratorio para hacer el
conteo mediante un estereoscopio registrando el nimero total de huevos y ninfas en 4

cm?.

La poblacién de los estados adultos de moscas blanca se determind mediante la

ubicacién de una cuadricula movil, contando numero de individuos presentes en cinco
cuadros con un area de 10 cm? (Figura 32).
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Figura 32. Muestreo de adultos y ninfas de B. tabaci en el cultivo de meldn
(Fotografias Arias).

La eficacia de los tratamientos se determiné mediante la produccion total (T/Ha) al
momento de la cosecha y los rendimientos obtenidos mediante el indice beneficio-
costo, entendido como el ingreso bruto sobre los costos de produccion (Calvo 1996).

En el melén, en total se realizaron seis aplicaciones de los productos biolégicos, la
poblacién de adultos de B. tabaci estuvo por debajo de los seis individuos por 10 cm? y
unicamente se incrementd durante las dos semanas de la cosecha, la cual estuvo en
10 individuos por 10 cm?; de igual forma, la poblacién de huevos y ninfas en las hojas
estuvo por debajo de seis individuos por 4 cm? (Figura 34). La produccion total de
melén en la parcela en la que se aplicé el bioplaguicida a base de L. lecanii fue de
29.4 toneladas por hectarea y tuvo una rentabilidad de U$ 4.611 dolares, el
tratamiento con P. fumosoroseus tuvo una produccién de 27.3 T/Ha y una rentabilidad
de U$ 3.919 dolares, la produccion del agricultor fue de 25 T/Ha y su rentabilidad de
U$ 3.212 dolares. El indice beneficio-costo fue superior en las parcelas con
tratamiento MIP, el cual, para el tratamiento con L. lecanii fue de 1.9 y con P.
fumosoroseus fue de 1.7, a su vez, el tratamiento agricultor tuvo un indice B/C de 1.6
(Figura 33).

Figura 33. Produccién y melones cosechados en el tratamiento MIP (Fotografias
Espinel).
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Figura 34. Presencia de adultos de B. tabaci en trampas amarillas en el cultivo de
meldn. Las flechas indican las aplicaciones de los bioplaguicidas.

3.1. Evaluacion sobre cultivo de tomate

De igual forma se evalud el preformulado a base de P. fumosoroseus y el insecticida
microbiano a base de L. lecanii en un cultivo de tomate cherry, variedad Nahomy
ubicado en el municipio de El Espinal (Departamento del Tolima), Hacienda El
Higueron, ubicada 414 msnm. El cultivo se llevé a cabo con la tecnologia empleada
por el agricultor, teniendo un tratamiento al suelo, siembra individual de plantas en
bolsas y un sistema de riego por goteo (Figura 35).
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Figura 35. Panoramica del bioensayo de tomate en la finca El Higuerdn (El Espinal —
Tolima) (Fotografia Espinel).

La evaluacion se realizd en un area de 816 m?, la cual se dividié en dos parcelas que
contenian 6 surcos de 45 m de largo cada una; una parcela de 6 surcos se denomind
MIP debido a que se realizaron una serie de practicas bioldgicas y culturales para el
manejo integrado del cultivo y de la plaga blanco (B. tabaci) y los otros seis surcos se
denominaron parcela agricultor. Estas practicas consistieron en la aplicacion de un
bioplaguicida a base de T. koningii desarrollado por el laboratorio de control biolégico.
Se realizaron dos aplicaciones en semillero, la primera se hizo dos dias antes de la
siembra y la segunda a los 15 dias después de la siembra. Posteriormente, se hizo
una aplicacion al suelo al momento del transplante y luego cada semana durante un
mes y a partir de alli, cada 15 dias hasta el final del cultivo, aplicado al follaje (Figura
36). Como en el caso del cultivo de meldn, se incluyeron trampas amarillas de 12 x 16
cm con pegante, ubicadas cada 5 m en el perimetro y en el interior se ubicaron en
forma de “W” 10 trampas, con el fin de hacer la vigilancia de la poblacién. Otra
estrategia consistid en la eliminaciéon de hojas bajeras en las plantas con el propésito
de reducir la presion de poblacion de instares ninfales finales. Con el fin de utilizar la
estrategia de control bioldgico, el lote de ocho surcos se dividié en cuatro surcos a los
que se les aplico el bioplaguicida a base de L. lecanii y a los cuatro restantes se les
aplico el preformulado a base de P. fumosoroseus teniendo como criterio la presencia
de adultos de B. tabaci en el cultivo. Los dos productos consistieron en un polvo
mojable para aplicacién con bomba de espalda tradicional.

Figura 36. A. Aplicacion del bioplaguicida a base de Trichoderma en semillero. B.
Ubicacion de trampas en el invernadero. C. Aplicacion de los bioplaguicidas
(Fotografias Espinel).
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La determinacién de la presencia de adultos y de estados inmaduros se realizé de la
misma forma que en el cultivo de meldn, teniendo en cuenta de tomar los foliolos del
ultimo tercio de la planta (Figura 37).

Figura 37. A. Trampa amarilla. B. Muestreo de foliolos para observacion de estados
inmaduros (Fotografias Espinel).

La poblacién de adultos se mantuvo por debajo de 30 individuos por 10 cm? hasta los
82 dias después del transplante, luego tuvo un incremento hasta 65 a 70 individuos y
se redujo hasta estas de nuevo por debajo de 30 individuos en el dia 111 (Figura 38).
A pesar de la mayor presencia de adultos, la poblacién de estados inmaduros fue baja,
siendo inferior a los cuatro individuos por 4 cm?. La produccién total de tomate cherry
en la parcela en la que se aplico el bioplaguicida a base de L. lecanii fue de 13.8 T/Ha
y tuvo una rentabilidad de U$ 7.142 ddlares, el tratamiento con P. fumosoroseus tuvo
una produccién de 14.7 T/Ha y una rentabilidad de U$ 7.535 dodlares, la produccién del
agricultor fue de 13.6 T/Ha y su rentabilidad de U$ 6.246 ddlares. De igual forma el
indice beneficio-costo fue superior en las parcelas con tratamiento MIP, el cual, para el
tratamiento con P. fumosoroseus fue de 3.7 y con L. lecanii fue de 3.5 y el tratamiento
agricultor tuvo un indice B/C de 2.8 (Figura 39).

Figura 38. Cosecha de tomate cherry (Fotografias Espinel).
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Figura 39. Presencia de adultos de B. tabaci en trampas amarillas en el cultivo de
tomate cherry. Las flechas indican las aplicaciones de los bioplaguicidas.

Los resultados de produccion obtenidos tanto del cultivo de melén como de tomate,
permiten concluir que tanto el prototipo de bioplaguicida a base de P. fumosoroseus
como el bioplaguicida a base de L. lecanii son una estrategia de control promisoria
bajo el esquema de manejo integrado de la plaga, propuesto anteriormente. Lo cual
constituiria una ventaja competitiva en el mercado al tener productos con menor carga
y residuos de agroquimicos.
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RECOMENDACIONES Y PERSPECTIVAS

Como se puede observar en el documento, se desarrollaron dos prototipos de
bioplaguicida a base de Beauveria bassiana y de P. fumosoroseus altamente
promisorios para el control de B. tabaci. Asi mismo, se demostré la eficacia de un
bioplaguicida a base de Lecanicillium lecanii previamente desarrollado por
CORPOICA. Sin embargo, dada la complejidad de este insecto plaga, es importante
continuar con las investigaciones que permitan incorporar estos productos a diferentes
sistemas de produccion dentro de esquemas de manejo integrado de cultivos. Por lo
tanto se proponen las siguientes acciones:

1. Registrar y producir comercialmente el bioplaguicida a base de L. lecanii para
que esté disponible para los agricultores.

2. Optimizar los prototipos de bioplaguicida desarrollados en el presente estudio,
y escalar su produccion para evaluarlos en diferentes zonas y cultivos.

3. Realizar estudios para determinar la vida util de estos bioplaguicidas y
seleccionar sustancias o procedimientos que permitan una rapida germinacion
de los conidios y actividad biocontroladora de los productos luego de su
aplicacion.

4. Determinar las formas y frecuencias de aplicacion mas adecuadas para estos
productos en cada cultivo evaluado.

5. Realizar estudios toxicologicos y ecotoxicolégicos con estos bioplaguicidas.

6. Determinar los sistemas de rotaciéon mas eficientes en el control del insecto de
los tres bioplaguicidas.

7. Generar otras estrategias complementarias para el manejo de este insecto y
evaluar su compatibilidad con los bioplaguicidas desarrollados.

8. Generar sistemas de manejo integrado del cultivo que involucren sistemas de
fertilizacién, de riego y de control de fitopatdgenos y de otros insectos que junto
con B. tabaci afectan a un cultivo determinado.

9. Realizar frecuentemente en diferentes zonas estudios que permitan detectar la
resistencia del insecto a los insecticidas utilizados para su control y generar
con los productos ambientalmente mas amigables sistemas de rotacion de los
bioplaguicidas con productos quimicos que ejerzan diferentes modos de accién
contra B.tabaci.
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