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Introducción

La principal preocupación en los consumidores respecto al consumo
de alimentos sanos, está relacionada con los residuos de plaguicidas pre-
sentes en estos. En consecuencia el manejo integrado de plagas es un área
prirordial ¡)arael desarrollo sostenible en la agricultura.

El manejo integrado de plagas (MIP) es visto como la principal vía para
alcanzar producción sostenible en la producción agrícola. Su rápido desa-
rrollo se debe l)rirlciPa¡mente a: CO las limitaciones en la efectividad a
largo plazo de los insecticidas químicos sintéticos (2) la preocupación so-
bre los efectos negativos que estos causan sobre la salud y el medio-am-
biente.

El principal enfoque del MIP es el de mantener las plagas por debajo
de niveles que causan daño económico. Pero para que esto ocurra es
necesario: (1) disponer (le diferentes componentes que puedan ser incor-
porados a esta estrategia; (2) adaptar las herramientas disponibles a las
condiciones agroecológicas locales; y (3) disponer de información sobre
las plagas, sus depredadores, los factores mecho-ambientales y sus interac-
ciones para determinar los factores que influencian el daño en el cultivo
(Copping y Menn, 2000).

El control biológico constituye uno de los componentes más importan-
tes en el MIR Éste incluye el uso de enemigos naturales tales como parasi-

Mba marina
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toides, depredadores y microorganismos para el control de insectos y de
fitopatógenos. Algunas intervenciones ambientalmente amigables tales
como el uso de sernioquímicos que incluyen feromonas atrayentes tam-
bién se contemplan dentro del control biológico (Schillhorn-Van Veen et
al., 1997).

El mercado mundial de bioplaguicidas (insecticidas microbianos) re-
presenta alrededor del 1% del total del mercado total de plaguicidas. El
bajo nivel de utilización de insecticidas microbianos puede atribuirse a
varios factores, tales como las inadecuadas formulaciones comúnmente
desarrolladas, la inconsistencia de los resultados obtenidos en campo, la
corta vida útil de estos, su falta de competitividad económica en relación
Cori los plaguicidas químicos y su alta especificidad, ya que en general los
productos biológicos controlan un limitado número de plagas. Sin embar-
go, estos productos también presentan ventajas tales como su baja toxici-
dad sobre mamíferos y organismos no blanco y su relativa facilidad para
registro. Cabe destacar que aunque la especificidad y baja persistencia en
el ambiente de estos productos se muestran como desventajas desde el
punto de vista práctico, las características mencionadas anteriormente re-
presentan ventajas desde el punto de vista medio-ambiental.

A pesar de estas circunstancias, en los últimos años se ha producido
una gran aceptación de estos productos tanto por los agricultores que pro-
ducen alimentos orgánicos como de aquellos convencionales, ya que en
sistemas agrícolas convencionales, la alternancia de bioplaguicidas con
plaguicidas químicos permite prevenir o retardar el desarrollo de resisten-
cia por parte de las plagas a insecticidas químicos.

Los bioplaguicidas representan una oportunidad única para los países
en vía de desarrollo como Colombia, ya que a través del desarrollo de
nuevos productos derivados de la biocliversidad se exploran y utilizan los
recursos naturales, ayudando además al desarrollo de una agricultura sos-
tenible que garantice la protección del medio-ambiente, así como la pro-
tección de los consumidores y de los agricultores. Sin embargo, el desa-
rrollo de estos productos debe hacerse bajo estrictos parámetros de segu-
ridad, para garantizar que los microorganismos utilizados o sus metaboli-
tos no generen riesgos para el medio-ambiente.



Dentro de los productos biológicos para el control de insectos del suelo
se encuentran los constituidos por microorganismos. El control biológico
mediante la adición de microorganismos hiocontroladores al suelo
representa una alternativa para el control de estos. Sin embargo, para que
este control sea efectivo se requiere de grandes cantidades de inóculo;
además, este control depende de varios factores tales como la temperatura,
el pH, las condiciones fisicoquímicas del suelo, el tipo de inóculo usado
(en el caso de hongos: micelio, conidios, clamidosporas), la densidad de
inóculo del biocontrolador y el tiempo de introducción del microorganismo
al suelo en relación con el tiempo de siembra.

Aunque en Colombia desde hace más de dos décadas se ha incursio-
nado en el control biológico de insectos, son pocos los ejemplos en los
cuales se ha profundizado en la generación de conocimientos científicos,
en el desarrollo de tecnologías propias para el uso de esta alternativa y en
su utilización a gran escala.

Es importante anotar que a pesar del escaso número de insecticidas
microbianos registrados ante el ICA presentes en el mercado, empieza a
ser creciente la oferta de bioplaguicidas no registrados, que en la mayoría
de casos, no llenan los requisitos de calidad exigidos y cuya supuesta acti-
vidad biológica no está respaldada por resultados experimentales serios y
representativos. Estos productos en general, no ofrecen el control espera-
do, generando en los agricultores desconfianza sobre la efectividad de
todos los productos biológicos.

En la Corporación Colombiana de Investigación Agropecuaria COR-
POICA se han generado varios modelos de control biológico de plagas
(insectos y fitopatógenos) mediante el uso de microorganismos en cultivos
tales como tomate, fríjol, cebolla, lechuga, cilantro y papa. Para este últi-
mo cultivo se desarrolló un insecticida microbiano a base de Baculovirtis
phthorimaea para el control de la polilla guatemalteca Tecia solanivora;
también se desarrollaron prototipos de insecticidas microbianos a base de
Beauveria bassiana para el control del gusano blanco de la papa, tema que
es objeto del presente documento. Sin embargo, en los sistemas de pro-
ducción de papa aún no se han implementado comercialmente medidas
de control biológico a base de microorganismos. Según lo expresan los
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productores, las principales razones que no han permitido el ingreso de
este tipo de tecnologías en estos sistemas de producción es la falta de
disponibilidad de estos productos en el mercado, la aversión al riesgo y la

sobre-utilización de plaguicidas químicos, que en la mayoría de los casos
presentan incompatibilidad con los biocontroladores.
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1. Historia y problemática del gusano blanco
de la papa en Colombia 

1.1. Historia
Comúnmente la especie Premnotrypes vorax (Hustache), es conocida

con el nombre de "gusano blanco de la papa" por sus características mor-
fológicas en estado larval, o "gorgojo de los Andes", por su ubicación en
las partes altas de los países que constituyen la zona Andina (Bolivia, Perú,
Ecuador, Colombia y Venezuela) (Torres et al., 1993). En estos países tam-
bién recibe los nombres de gorgojo de la papa, lchu-kuro, Papa kuro y
Gorgulho da batata (EPPO, 1984).

En Colombia el insecto se conoce desde 1920, cuando posiblemente
ingresó de países del sur, en importaciones de semilla. Fue registrado en
forma oficial por primera vez en 1925, en la Sabana de Bogotá, munici-
pios de Funza, Mosquera, Cajicá y Chía. Posteriormente, su distribución
se amplió a lo largo de la línea del ferrocarril involucrando principalmente
a los departamentos de Boyacá, Cundinamarca y Nariño, mediante el cual
se transportaba la semilla de papa a diferentes zonas del país, se seleccio-
naba durante el viaje y la semilla dañada por este insecto se arrojaba al
camino. En 1932 se estableció el decreto presidencial 1414 de agosto 25,
en el cual se ordenó no sembrar en lotes infestados, hacer rotación del

LIsMttc nrrus Torres, 8. S	Carlos Es1,incl Correal, 8. Sc.
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cultivo, realizar tratamientos químicos y aplicar multas a quienes no de-
nunciaran la presencia del insecto (Alvarado, 2000).

En 1940 se hizo el primer estudio biológico sobre el ciclo de vida de
este insecto en laboratorio. Para el año 1946 aún no existía una identifica-
ción taxonómica del gusano blanco y ya se encontraba bien distribuido en
varias zonas paperas (Alvarado, 2000; Zenner, 1986).

En 1968,  Zenner y Posada llevaron a cabo la descripción de los estados
de desarrollo de este insecto. En la década del 70 se continuaron los estu-
dios se dieron las primeras recomendaciones para su control (Alvarado,
2000:.

El manejo tradicional del gusano blanco de la papa en Colombia du-
rante las últimas cuatro décadas del siglo XX, ha consistido principalmente
en el uso (le insecticidas químicos, y la evaluación se realiza en cosecha,
acarreando costos desde 2 a 6 millones de dólares. La investigación para

SU control se dedicó principalmente a evaluar productos y dosis en las
aplicaciones calendario tradicionales como siembra, desyerba, aporcue y
floración, y espor'idicamente la evaluación con agentes biológicos e inhi-
l)idores de síntesis de q u tina (Alvarado, 2000).

1.2. Problemática
La producción de papa en Colombia entre los años 1961 y 2002, pre-

sentó una tasa de crecimiento anual promedio de 4,3%, de esta forma la
producción pasó de 551 .000 toneladas en 1961 a 2.840.926 toneladas en
el 2002. El mayor nivel de producción en los últimos 42 años se presentó
en el año 2000, cuando se produjeron 2.964.144 toneladas (Agrocade-
nas, 2003).

En el año 2001 el cultivo (le la papa en Colombia ocupó el cuarto lugar
en la producción agropecuaria nacional, con 2.87 millones de toneladas,
fue el noveno cultivo en extensión con 172.439 Ha y el sexto en valor de
la producción. En los departamentos de Cundinamarca, Boyacá, Nanño y
Antioquia se concentra en promedio el 89% del área y el 90% de la pro-
ducción. El porcentaje restante se encuentra en los Santanderes, Tolima,
Cauca, Caldas y Valle del Cauca (Agrocaclenas, 2003).
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Los ma yores rendimientos se obtienen en Cundinamarca y Antioquia,
siendo estos superiores a 21 toneladas por hectárea. Boyacá presenta uno
de los rendimientos más bajos, con 16 R)neladas por hectárea (Agrocade-
nas, 2003).

El CUltiV() (le la papa se ha convertido Cii la principal actividad agrícola
de las zonas andinas en Colombia. La gran cantidad de productores dedi-
cados a su explotación en todo el país (cerca de 90.000 familias, la mag-
nitud de la superficie dedicada a este cultivo, la ma yor generación de
empleos directos a nivel rural (100.000 empleos anuales), el papel como
fundamental generador de ingresos agrícolas familiares y la condición de
ser el precursor (le la niayoría de los sistenias de producción (le (lima frío,
la incidencia positiva en el crecimiento de la agroindustria nacional (pro-
doctos procesados de papa, almidones, perfumes, medicamentos adelga-
zantes) y el creciente impacto esperado en la generación de divisas, son
sólo algunos de los factores que califican a este tubérculo dentro de los
primeros en la actividad agroeconóniica nacional (Quijano, 1996; Agro-
cadenas, 2003).

En 1990 el costo de producción de una hectárea de papa fue de 5,5
millones de pesos y en el año 2000 alcanzó los 7,7 millones (le pesos. En el
2002 se cultivaron 164.293 hectáreas, con unos costos de producción de
393.1 81 millones (le pesos. El incremento en los costos totales de produc-
ción se explica principalmente por el aumento en los insumos agrícolas-
usados en el control fitosanitario debido a la alta incidencia de enferme-
dades y plagas. Dentro de estas últimas, el gusano blanco de la papa es
considerado como uno de los factores limitantes en la producción en Co-
lombia (Agroca(1enis, 2003; Mendoza, 1996).

Según estudios realizados por Zenner (1986), se encontró que más del
75% de las áreas productoras de este tubérculo, estaban infestadas por el
insecto y las pérdidas causadas por las larvas a los tubérculos alcanzaban
hasta un 1 00%, porcentaje que concuerda con las pérdidas ocasionadas
por el gusano blanco y por otras plagas en zonas endémicas en campo y
almacenamiento, según estudios realizados por Mendoza (19%) y corro-
horados por FEI)EPAPt\ en 1997 (Herrera 1997).
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En un estudio que buscaba determinar la ¡mportania relativa de las

)IcgaS que iiiÍestan la papa, el (q_5% (le l( s agricultores ent revistados o-

incidieron en señalar al gusano blanco (0100 la prin( l pal plaga insectil

(Herrera, 199-)

1.3. Daño
Aunque el insecto en estado adulto se alimenta del l( llaje (le la planta,

este daño carece de importancia económica, va que el l)rt1(1pcl es oca-

sionado por el estado larval.
La larvas recién emergidas llegan icilmente a los est )I( nes y raicIllN

de la planta y luego a los tubérculos en Í )rma(ión. El orificio (le entrarla y el

daño inicial se manifiesta tenuemente por pequeños puntos negros. A me -

dida que la larva crece y se alimenta (le la pulpa va construyendo galerías

sinuosas que Pueden alcanzar una profundidad de tres a cuatro centímetr(

y en algunas ocasiones pueden atravesar el tubérculo. LIS galerías produci-

das por las larvas dan un a ,, pecto desagradable principilnio'iite por la l)r('-
sencia de excrementos, por la suberiza( ión de los tejid s atectados (es de-

cir, una apariencia abultada del tejido, como el corcho	la po5terior pudri-
ción de las partes afectadas Catvache, 1	1 terrera,	i Figura 1

Figura 1. \. Daño ocasionado por larvas de 1? vorax en tuhtrCLiIOS de
Solanum tub&'rosurn; U Larva de R vora.

Iiralias: ,\rishilnili 1	il, y ( irlo' F_spiii:) ( orro-,il.

1.4. Alternativas de cotitrol
El manejo de una plaga tan compleja no e puede lliflildi ) una o (l(

estrategias, sino que requiere (le una co mprensión nd\( )r (IV las inler,ic-
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ciones que están actuando en el agroecosistema. Esta VISIÓn SO logra al
incluir la filosofía del Manejo Integrado de Plagas, debido a que reúne los
conceptos de agroecosistema, el control natural, la biología y ecología de
los organismos, el muestreo y el uso de niveles críticos de infestación para
toma de decisiones y la integración de diversas disciplinas.

Infortunadamente, muchas veces el agricultor se remite al uso indis-
criminado del control químico tradicional, en el cual se aplican plaguic
das como carl)amatos, piretroides, dorados y fosforados, debido a que
existe la disponibilidad en el mercado, generando problemas de contami-
nación ambiental, salud pública y (le disminución de la población de los
enemigos naturales (le la plaga hasta niveles en que éstos no pueden ejer-
cer ningún control.

Es así como se plantea el uso de otras alternativas (le control como la
manipulación o aumento de enemigos naturales, el uso de agentes micro-
biológicos, la resistencia genética, el uso de técnicas otológicas, el usc
racional de plaguicidas, la implementación de prácticas culturales y físicas
y el control legal.

Para el manejo del gusano blan(:o (le la papa se han establecido varias
prácticas de manejo dirigidas al l()te y a la poscosecha. Estas comprenden,
la rotación (le cultivos, es decir no sembrar papi en un mismo lote varias
VOCCS seguidas, también se puede dejar el terreno en barbecho; la reco-
lección de los residuos de cosecha eliminando completamente los resi-
duos de la (( )secha anterior; hacer una buena selección de semilla sana,
que además ammenta el rendimiento del cultivo; llevar a cabo un aporque
adecuado, ha( er una vigilancia sobre la presencia de adultos de P vorax,
mediante la recolección nocturna de individuos o la ubicación de trampas
de costal envenenadas en la periferia y el interior del lote y por últinl()
hacer una cose( lia oportuna cuando el tubérculo este en su madurez fi-
siológica (Herrera, 1997).

En cuanto al manejo de pose )secha se recomienda que en el momen-
to de hacer la selección de la semilla se haga sobre un plástico o costales
de polipropileiic c de este modo, las posibles larvas que salgan de los tubér-
culos se quedan en la superficie del plástico y se evita que se entierren. El
almacenamiento de la semilla sana es vital importancia, además eje la f ir-
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una de almacenarla, como el USO de silos rústicos y canastillas que permita
la aireación del tubérculo.

El Centro Internacional de la Papa (CIP) menciona otras recomenda-
cione para el manejo integrado del gorgojo de los Andes en el Perú, tales
como el uso de cultivos barrera sembrando alrededor del ultivo (le papa
unos surcos de oca, mashua (Izaño) y olluco. También recomiendan fumi-
gar las plantas de hasta cinco surcos de los bordes del kte en cuanto se
comience a evidenciar el daño por el insecto. De igual forma, el CIP reco-
mienda remo\ er el suelo en donde seleccionó la semilla y el del sitio del

almacenamiento (CIP 1995). Con la aplicación de estas medidas se logró
una disminución de la infestación (le tubérculos del 44 1 0 al 11% en una

unidad piloto de Urubamba (Cuzco- Perú) (Medina el al., 1

1.5. Control biológico
Dentro de las alternativas de manejo del gusano blanco (le la papa

existe el control biológico mediante el uso de microorganismos entorno-
patógenos incorporados al suelo en la preparación del terreno o durante
alguna labor del cultivo.

Se han encontrado microorganismos entomopatogenos ejercien-
do una eficiente actividad biocontroladora en sus diferentes estados. Se
destacan los hongos Ascomycetes como Paecilornyc:es fumoso-roseus
(Wize) Brown & Smith, Metarhiziurn anisopliae (Metch) Sorokin,

M. anisopliae var. major (J onston), Beauveria I)rotigiiiirtii y Bea uveria
bassiana (Bálsamo) Vullemin. (Rodríguez, 1986).
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2. Control biológico del gusano blanco de la
papa 

2.1. Antecedentes
Como se mencionó anterR)rmente, la forma de control del gusano blan-

co más razonable es la combinación de estrategias dentro de un manejo
integrado de la plaga. Una de estas estrategias es el control biológico, el cual
pretende dar solución a las debilidades de los demás métodos de control
dentro de una perspectiva ecológica. El uso de enemigos naturales ha con-
tribuido de manera representativa en mantener reguladas las poblaciones
de la plaga, debido a que al encontrarse establecidos en el medio, actúan
de manera natural sobre sus hospederos (López-Ávila, 1996).

Específicamente para el gusano blanco se ha encontrado una serie de
organismos entomopatógenos ejerciendo una eficiente actividad biocon-
trotadora en sus diferentes estados de desarrollo. Así lo revelan los resulta-
dos obtenidos por muchos investigadores, entre ellos Rodríguez (1986),
en su estudio (le reconocimiento de microorganismos entomopatógenos
que afectan al gusano blanco.

Por otra parte, el Centro Internacional de la papa, en el Perú, ha en-
contrado resultados satisfactorios en el control de larvas y pupas bajo concli-
ciones de almacén tradicional, gracias a la eficiencia de l3eauveria
hrongniartii, la cual no solo ocasionó un porcentaje (le mortalidad (le

[	Torr,	t "	( arl,,, EspuI (	 1}ruI
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99%, sino que además se estableció en el suelo como consecuencia (le su
aplicación. De esta manera, el establecimiento del hongo en el suelo uni-
do a las larvas y pupas parasitadas constituye un benéfico reservorio del
inóculo (Torres et al., 1993).

Según estudios realizados por Torres (1996), se obtuvo un porcentaje
de mortalidad de adultos tratados con diferentes cepas de !3eauveria
bassiana a una concentración (le 1 x 10' conidios mL 1 , entre el 97.5% y
el 100% a los 21 (lías después de aplicados los tratamientos.

En estudios realizados en Venezuela por Fernández y Colmenares
(1996) se encontró que el porcentaje de daño en tubérculos de Solanum

ttiberosurn L., fue menor cuando un aislamiento (le Beauveria hronniartii
se evaluó bajo condiciones de campo, en comparación con el testigo,
siendo estos porcentajes del 25.11 % y del 39.88 %, respectivamente.

Cisneros y Vera (2000), evaluaron diferentes dosis (le aplicación de
Beauveria brongniartii para el control de larvas de P vorax bajo condicio-
nes de almacenamiento rústico de papa, en la población de Cajamarca
(Perú). La mejor dosis fue de 2 kg.m 2 , la cual produjo una mortalidad que

varió entre el 63 y el 92%.
En el 2001,  Rivera y Pinto evaluaron la patogenicidad de 11 aisla-

mientos de Beauveria hassiana y dos de Metarhizium anisopliae prove-
nientes de diferentes hospederos obtenidos en áreas naturales y en bode-
gas de papa, en Colombia. Esta patogenicidacl se evaluó sobre adultos de

F? orax, bajo condiciones de laboratorio. Se seleccionó Lifl aislamiento

de B. hassiana proveniente del estado larval de este insecto, el cual Pro-

dujo el  00 0, 'Ó de mortalidad, un tiempo letal 50 de 7.9 días y una coticen-

tración letal 50 de 7.03 x10 conidios.mL
Posteriormente, Gallegos cf al., (2002) evaluaron 13 aislamientos de

Beauveria sp. y cinco de Metar/iiziurn anisopliae colectados de diferentes

localidades de Ecuador sobre adultos de P vorax. Sobresalió un aislamien-

to nativo de Beauveria sp. el cual ocasionó el 100% de mortalidad al día
10, con un tiempo letal medio de 6.6 días.

Todos estos resultados indican que el uso de hongos entomopatóge-
nos, específicamente de Beauveria spp. es promisorio para el desarrollo
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lecnolótico (le insecticidas niicrobianos eticientes para la reClLlCCiófl sig-
ni ficativa del daño ocasionado por la plaga.

2.2. Generalidades y ecología del hongo Beauveria SI).
2.2.1. Morfología y mecanismo de acción de Beauveria si).

Beauveria bassiana es un microorganismo patógeno para muchos ti-
pos de insectos, su patogenicidad fue demostrada por primera VZ Por
Agostino Bassi de Lodi en 1835, el precursor de los estudios (le las enfer-
medades infecciosas en los animales. Beauveria s i ). la describió Jean l3cau-
verie en 1911, quien le denominó Boirytis bassiana (Mathias, 2001).

Las especies de Beauveria presentan una fase asimilativa típicamente
filamentosa y no forma pseudoplasmodio, su micelio es de color blanco,
forma conidiófoios sencillos, irregularmente agrupados o en grupos verti-
cilados, en algunas especies son hinchados en la base y se adelgazan hacia
la porción que sostiene el conidio, los cuales presentan forma de zig- zag
después de que varios conidios se producen. Los (:oniClios son unicelula-
res, hialinos, redondeados a ovoides y nacen en pequeños esterigmas
(Domsch et al., 1980) (Figura 2).

Figura 2. A. Características microscópicas de Beauveria bassiana.
B. Características macroscópicas de una colonia de Beauveria bassiana.

FoIordfías: 1 sette Torres y Mud,i Garcí.
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El crecimiento de Beativeria bassiana se caracteriza por la formación

de micelio septado con producción de conidios de aproximadamente 2 a
3 micras de diámetro, en conidióforos que nacen a partir de hifas ramifi-

cadas.
La forma y tamaño de los conidios permiten distinguir las especies del

género Beauveria; Beauveria bassiana de conidios esféricos y Beauveria

bronniartii con conidios elípticos (Domsch et al., 1980).

El mecanismo de acción de B. bassiana sobre el insecto blanco se ini-
cia cuando éste se infecta al transitar sobre lugares colonizados por el
hongo, que es un habitante del suelo. El hongo ataca al insecto a través de
la cutícula, lugar donde germinan las esporas del hongo y se produce una
hifa invasora que penetra los tejidos del hospedero. Estudios ultraestructu-
rales e histoquímicos sugieren que en el proceso inicial de degradación
de la cutícula actúan una serie de enzimas pertenecientes al grupo de las

hidrolasas, en B. bassiana se han encontrado varias proteasas entre las
cuales está la quimioelastasa (PR1), proteasa extracelular relacionada es-
trechamente con la patogenicidad y cuya máxima actividad catalítica se
presenta a un pH entre 6.6 y 8.5 (Bidochka y Khachatourians, 1990).

El compuesto tóxico más estudiado ha sido el péptido Beauvericina,

aislado de B. bassiana, este compuesto es una secuencia cíclica repetida
de tres moléculas de N-metil-fenilalanina alternando con tres moléculas
del ácido 2-hidroxiisovaléricO, la toxina tiene efecto sobre larvas de mos-
quito, adultos de moscas caseras, crustáceos y bacterias, aparentemente
es inocua para lepidópteros (Miller et al., 1983). El modo de acción presu-

miblemente envuelve la característica ionofórica de la molécula que per-
mite el transporte catiónico a través de las membranas celulares, con la
especificidad de los cationes, siendo alterada con los cambios de los anio-
nes presentes (Roberts 1981).

Una vez muerto el insecto, el hongo crece sobre el cadáver presen-
tándose un color blanquecino característico. Posteriormente, el hongo pasa
de su fase parasítica a la saprofítica, en la cual se producen gran cantidad
de conidios capaces de iniciar nuevas infecciones (Torres et al., 1993).
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2.2.2. Aspectos ecológicos de Beauveria sp.
El género Beauveria y más exactamente sus especies entomopatógenas

se consideran cosmopolitas, Beauveria bassiana y Beauveria brongniartii,
han sido registradas en Norteamérica y en las islas británicas, lugares en
los cuales se ha recopilado la lista más grande de hospederos. También
han sido encontradas en el resto de América, Europa, Turquía, África, Las
Bahamas, Nepal, Siberia, Nueva Zelanda, Japón, Hong Kong y Grecia. Se
ha encontrado en suelos alpinos cubiertos de nieve, zonas pantanosas,
suelos con vegetación típica de sabana, bosques y suelos cultivados, dunas
y suelos desérticos. También ha sido aislado a partir de plantas, roedores, y
de nidos de diferentes aves (Domsch et al., 1980).

En Colombia este microorganismo se ha aislado a partir de insectos
y suelo provenientes de diferentes regiones que incluyen entre otras,
las zonas productoras de caña de azúcar (González, et al., 1993), las
zonas productoras de papa (Torres, 1996; Torres, 1998), áreas de la
selva amazónica (Cabrera, 2000) y a partir de diferentes insectos plaga
recolectados en los departamentos de Nariño, Magdalena, Antioquia,
Risaralda, Valle del Cauca, Santander, Huila, Quindío y Caldas (Vélez
et al., 2001).

A pesar de su alta distribución, la actividad biocontroladora del género
depende de su habilidad para sobrevivir y mantener su capacidad infecti-
va contra el insecto plaga por un tiempo relativamente largo y bajo un alto
rango de condiciones tanto biológicas como físicas (Groden y Lockwood,
1991). Dentro de las primeras se destaca la actividad antagonista ejercida
sobre hongos entompatógenos por algunas bacterias y hongos, afectando
propágulos (Lingg y Donaldson, 1981).

Dentro de los factores físicos que afectan la viabilidad de los entomopa-
tógenos en el suelo sobresalen el pH, la temperatura, la humedad, la dispo-
nibilidad de materia orgánica, la presencia de inhibidores volátiles, entre
los cuales se encuentran el amonio, la metilamina y la etilamina, la presen-
cia de monómeros de lignina, y algunos procesos de autólisis (Smith y Grula,
1985).

B. bassiana y B. brongniartii, tienen un rango de hospederos de 200
especies de insectos incluyendo los órdenes Coleoptera, Lepidoptera, Dip-
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tera, Hemíptera, Orthoptera, Homoptera y otros insectos de zonas tropi-
cales (Doberski, 1981).

En Colombia B. bassiana ha sido utilizada contra diferentes insectos,
tal es el caso del cacaotero en que se ha evaluado contra ninfas y adultos
de Monalonion dissimulatus (Hemiptera: Miridae). En plantaciones de
banano en granada (Meta), se presentó una epizootia en poblaciones de
Matamasius hemipterus sericeous (Coleoptera: Curculionidae), donde el
hongo solo logró recuperar el equilibrio de la población de este
curculiónido. Este microorganismo es un regulador de plagas de la palma
africana de los Llanos Orientales, en donde ejerce control hasta del 100%
de los insectos masticadores. En 1983 fue usado con excelentes resultados
en el control del defoliador de la palma Stenoma cecropia (Lepidoptera:

Stenomidae) (Guerra y Bernal, 1985). A partir de 1986 se registró

nuevamente en Brassolis sophorae lurida (Lepidoptera: Brassoliclae) en
las plantaciones de palma en Cumaral (Meta) (ICA, 1986). Igualmente se
tiene el registro de este hongo actuando sobre Rhammatocerus
schistocercoides (Orthoptera: Acrididae) (León y Rey, 1995), y en Sibine
sp. y Sibine fuisca (Lepidoptera: Limacodidae) en el Meta, causando el
80% de mortalidad natural OCA 1986).

Por otra parte, también se han realizado diversos estudios relacionados
con el control de la broca del café Hypothenemus hampei (Coleoptera:
Scolytidae), en los cuales se ha evaluado la patogenicidad de diferentes
aislamientos de B. bassiana. Los resultados obtenidos por Jiménez (1992)
revelaron un control del 50% de adultos de la plaga en menos de 120
horas. También se ha encontrado una inhibición del brocado por adultos
de la plaga al ser tratados con una concentración de 1  10 conidios.ml1
debido a que presentaron una menor actividad, pérdida de las patas y de
las antenas (González etal., 1993).

El género Beauveria también se ha encontrado parasitando larvas de
Leptinotarsa undecemlineata (Coleoptera: Chrysomelidae) en cultivos de
lulo, larvas de los lepidopteros Glena bisulca (Geometridae) en ciprés en

Caldas; larvas de Diatraea sp. (Pyralidae) en cultivos de algodón en Buca-
ramanga y larvas y pupas de Pno quia sp. (Hesperiidae) también en algo-
dón, maíz y caña en el Norte de Santander (Rodríguez, 1984).
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3. Desarrollo tecnológico de un insecticida
microbiano6

3.1. Colección de aislamientos nativos de hongos entomopatógenos
El I)rirer paso para el desarrollo de un insecticida microbiano es la

colección de aislamientos nativos de los hongos entornopatógenos que
estén afectando al insecto en el campo. De este modo, se determinaron
los lugares de muestreo del insecto, centrándose en los sitios de almace-
namiento y áreas cultivadas con papa que presentaran un historial de alta
incidencia de la plaga. Se trabajó en varias veredas de los municipios de
Motavita (Boyacá), Mosquera y Chocontá (Cundinamarca). El aislamiento
de las cepas nativas se hizo a partir de insectos muertos de P vorax en
diferentes instares, que se encontraron sobre la superficie del suelo o en
una profundidad de hasta 25 cm.

También se colectaron muestras de suelo para la obtención de los mis-
mos. Éstos se colocaron en cámara húmeda hasta observar algún creci-
miento micelial. Posteriormente, se realizó el aislamiento del hongo en el
medio de cultivo Rosa de Bengala; paralelamente se hicieron cultivos en
Agar agua, con el fin de identificar el hongo mediante la observación de
las características microscópicas y el seguimiento de claves taxonómicas
(Torres, 1998).

Lisitt Torre	I. S.; Laura Vi¡ l. 	(.. L Ni. S	J,, que lit 1 ól xv, (. E.; ( .irIu í1inil ( o,n.iI, 13. N.;
(ón1(7 Q. E.; Nirii Vi, toril Ztilurga, 1 A.; ( ro lina Vairiri ir, Mk ruhióli g.t 1 rriiiitri.,I; M.igili (IR ir Mi< ro bióloga
lndiitr,al; Alba Marina Cutes. Ph.l).; AristiiIili, Liipi'i Avila, 'Ir. D.
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Las cepas aisladas e identificadas a nivel de especie provenientes de los
sitios de almacenamiento, correspondieron a cuatro de Beauveria bassiana,

tres de Beauveria brongniar(ii y una de Metarhiziurn anisopliae (Tabla 1).

Tabla 1. Cepas nativas de Beauveria pp. y de Me(arhizium anisopliae provenientes
de los muestreos realizados en los municipios de Motavita, Chocontá y Mosquera.

3.2. Evaluación de la virulencia de las cepas nativas
Una vez recolectados los aislamientos en campo, la siguiente etapa

fue la de seleccionar aquel o aquellos con mayor virulencia sobre adultos
de la plaga, con el fin de ser utilizado(s) como principio activo de un in-
secticida microbiano.

Para llevar a cabo las pruebas de virulencia se utilizaron cuatro aislamien-
tos de Beauveria bassiana (Bv.L1, Bv025, Bv.L3 y Bv.L4), tres de Beauveria

bron'niartii (Bv.L5, Bv.L6 y Bv.17) y uno de Metarhiziurn anisopliae (Mt.L1),

los cuales se evaluaron sobre adultos de Premnotrypes vorax procedentes
de una cría mantenida bajo condiciones de casa de malla. Los insectos pre-
viamente desinfectados en una solución de hipoclorito de sodio al 0,5 % se
sumergieron durante un minuto y medio 0 30) en 25 ml de una suspen-
sión de cada una de los aislamientos nativos ajustados a la concentración de
10 conidios.mL 1. Posteriormente, los adultos se ubicaron en cajas de Petri
estériles que tenían en la base una toalla de papel húmeda y hojas de Solanum
tuberosum para su alimentación. Se emplearon 40 insectos por tratamiento
distribuidos en cuatro réplicas. Las cajas se mantuvieron bajo condiciones
de laboratorio a una temperatura promedio de 18°C.

Se hicieron observaciones diarias registrando la mortalidad del insecto
ocasionada por cada aislamiento. Los adultos se montaron en cámara húrne-
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da para poder evidenciar la muerte del insecto por el hongo entornopató-
gen o.

Los insectos tratados con los aislamientos Bv.L1, Bv025 y Mt.L1 empe-
zaron a presentar los primeros síntomas de la enfermedad a los tres días de
inoculación.

Los aislamientos Mt.L1 y Bv025 produjeron los mayores porcentajes
de mortalidad, alcanzando el 100% hacia los 24 y 25 días, respectivamen-
te, mientras que el aislamiento Bv.L1 presentó el 100% de mortalidad a los
31 días después de haber iniciado el ensayo. Debido a la acción biocon-
troladora más rápida de los aislamientos Bv025 y Mt.L1, estos se seleccio-
naron para los posteriores ensayos (Figura 3).

Adicionalmente, se notó una deficiencia en la actividad biocontrola-
dora de los aislamientos Bv.L5, Bv.L6 y 13v.L7, los cuales correspondieron a
i3eauveria brongniartii. Estos aislamientos fueron los que tardaron más tiem-
po en causar la muerte de los insectos tratados, ya que alcanzaron el 100%
de la mortalidad entre los días 38 y 40.
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Figura 3. Efecto biocontrolador de los aislamientos nativos aplicados a una
concentración de 1 x 10' conidios.ml' sobre adultos de R vorax.
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Posteriormente, se llevó a cabo la determinación de las concentracio-
nes letales 50 (CL 0) y 90 (CÇ)) empleando el aislamiento de Beauveria
bassiana (Bv025) y otra de Metarhizitirn anisop!iae (MILI) los cuales fue-
ron seleccionadas por su actividad l)iocontroladora alta en un menor tiem-
po, respecto a las cepas restantes. De cada una de las dos CCS se hicie-
ron diluciones seriadas ajustando las concentraciones desde 10' hasta 10'
conidios.mL 1 . La infección de los adultos, su montaje, las observaciones y
toma de datos diarios de mortalidad se llevaron a cabo cJel mismo modo
descrito anteriormente. Luego de la muerte de los insectos y de su poste-
rior montaje en cámara húmeda, se llevó a cabo un registro diario del
crecimiento micelial sobre el cuerpo del insecto para cada cepa y en cada
concentración. Para esto, se manejaron las categorías de uno (1), la cual
correspondió a un porcentaje de cubrimiento entre el 1 % y 25 % del
cuerpo del insecto, dos (2) a un porcentaje de cubrimiento entre el 26 %
y el 50%, tres (3) a un porcentaje de cubrimiento entre el 51 % y el 75 %
y cuatro (4) a un porcentaje de cubrimiento entre el 76 % y el 100 %. Este
registro sirvió para determinar si el cubrimiento micelial de los dos aisla-
mientos estaba relacionado con la cantidad de inóculo aplicado y con los
porcentajes de mortalidad obtenidos para cada tratamiento.

Para llevar a cabo la determinación de las concentraciones letales 50
(C1- 0 ) y 90 (CL) de los aislamientos seleccionados, se evaluaron 12 trata-
mientos y tres réplicas, cada una de ellas con 10 adultos. Los datos obtenidos
se analizaron mediante el programa Polo-Pc, con la prueba Probit.

Cuando se aplicó B. bassiana a una concentración de 1 x 10"
conidios.mL 1 se obtuvo el 100% de la mortalidad hacia el día 13 y a 1 
101 conidios.mL 1 se obtuvo una mortalidad de 69.22%. En contraste,
con las concentraciones 1 x 10, 1 x 10" y 1 x 10 conidios.mL', se
obtuvieron porcentajes de mortalidad de 0%, 46.1% y 50%, respectiva-
mente (Figura 4).

Cuando se aplicó M. anisopliae a la concentración de 1 x 10,'
conidios.mL 1 se obtuvo el 100% de mortalidad en el día 12. Las concen-
traciones de 1 x 10 7 y 1 x 108 conidios.mL produjeron una mortalidad
de 80,7% y 88,4%, respectivamente (Figura 4). Se notó que la infección y
posterior muerte de los adultos tratados, aumentó en proporción a la can-

-28—



tidad de conidios infectivos del inóculo aplicado. Explicación que con-
cuerda con los estudios realizados por Storey y Gardner (1988).

Las concentraciones letales calculadas por medio del método Probit,
se pueden observar en la tabla 2. De esta manera se pudo determinar que
para obtener porcentajes satisfactorios de control, se requiere aplicar a los
insectos una mayor cantidad de inóculo del aislamiento Bv025, que del
aislamiento Mt.L1.

Tabla 2. Concentraciones letales media (C1-0) y 90 (CL) para los aislamientos
Bv025 de Beauveria bassiana y Mt.11 de Metarhizium anisopliae evaluados sobre

adultos de Premnofrypes vorax.
Aislamientos	 CL 50 (Conidios.ml- 1 )	CL 90 (Conidios.ml')
Bv025	 5.5x106	 4.6x108
Mt.L1	 1 1.3 x 106	 1	5 x 107
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Concentraciones (Conidios.mI-1)L --- Bv025 —*— Mt.L1 1
Figura 4. Efecto de las diferentes concentraciones de los aislamientos seleccionados

sobre adultos de R vorax.

Cuando los insectos se inocularon con el aislamiento Bv025 de B. bassiana
se encontró que el inicio del crecimiento micelial ocurrió de manera rápida, ya
que cuando fue evaluado a una concentración de 1 x 10 conidios.mL', éste se
observó a los ocho días de inoculación alcanzando la categoría 1, y aumentó
progresivamente hasta llegar a la categoría 4 en el día 23.
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A pesar de que se observó una mayor rapidez en el cubrimiento mi-
celial de los dos aislamientos evaluados a la concentración de 1 x 10

conidios.mL 1 , en todas las concentraciones con el aislamiento Bv025 se
obtuvo un cubrimiento hasta del 100%.

Adicionalmente, se evaluó la actividad biocontroladora de los dos
aislamientos seleccionados al ser utilizados de manera combinada, ajus-
tando cada uno de ellos a su respectiva concentración letal 50 (C1- 5( , la

cual fue de 5.5 x 106 conidios.mL 1 para el aislamiento Bv025 de B.

bassiana y de 1.3 x 10' conidios.mL 1 para el aislamiento Mt.L1 de M.

anisop/iae. Estos se mezclaron en un vaso de precipitado en el cual se
sumergieron los adultos previamente desinfectados. También se emplea-
ron controles de comparación, para poder realizar el análisis de la activi-
dad biocontroladora de cada aislamiento de manera individual y combi-
nada. Para ello, cada aislamiento se ajustó al doble de su respectiva CL,0
es decir, el aislamiento Bv025 se ajustó a una concentración de 1,1 x

107 conidios.m1 1 y el aislamiento Mt.L1 a una concentración de 2,6 x
106 conidios.mL 1 . El montaje de los ensayos se realizó de la misma ma-

nera descrita anteriormente.
Se hicieron anotaciones de la mortalidad diaria de los insectos tratados

durante 25 días. Luego de pasar los adultos muertos en cámara húmeda, se
anotó el momento en que se observó el inicio del crecimiento micelial de
cada aislamiento sobre el cuerpo del insecto. De igual manera, se maneja-
ron las categorías tenidas en cuenta en la determinación de CL () y CL,),

registrando de ser posible para cada una de ellas, el porcentaje de cubri-
miento correspondiente a cada aislamiento.

Para todos los casos se utilizó un diseño experimental completamen-
te al azar y los datos de mortalidacl obtenidos, fueron analizados me-
diante un análisis de varianza y una prueba de comparación múltiple

Duncan (a = 0.05).
Al evaluar la actividad hiocontroladora de los aislamientos Bv025 y

Mt.L1 de manera combinada sobre adultos de 1? vorax, se encontró un

porcentaje de eficacia del 25% al día siguiente de inoculados. Éste au-
mentó rápidamente hasta alcanzar un 51,84% y 100% de mortalidad ha-
cia el cuarto y décimo día, respectivamente. En contraste, cuando se eva-
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liiaron los aislamientos Bv.025 y Mt.L1 de manera individual, se observó al
día siguiente de haber inoculado los insectos un porcentaje de mortalidad
del 3,57% y 14,29°/,, respectivamente. Sin embargo, aunque dichos por-
centajes aumentaron gradualmente, no fue posible alcanzar el 50% de la
mortalidad al final del experimento (Figura 5).

Tiempo (días)

—4— Bv025+Mt.L1	--- Mt.L1	—Á-- Bv025
—E-- T. absoluto	—*-- T. tratado

Figura S. Eficacia biocontroladora obtenida al evaluar de forma combinada los
aislamientos Bv025 y Mt.11 de 8. bassiana y M. anisopliae, sobre adultos de R vorax.

La disminución, en el tiempo, de la mortalidad de los insectos tratados
con la mezcla de cepas con respecto a su utilización en forma individual,
podría relacionarse Con un efecto sinérgico de mecanismos de acción co-
rrespondientes a cada cepa. Estos resultados podrían explicarse en parte por
la acción combinada de las toxinas de B. bassiana y de M. anisopliae, a la
que se sometieron los insectos.

Al analizar los insectos infectados con la mezcla de aislamientos, se
encontró la presencia de micelio y de conidios pertenecientes a B.
basiana y en ningún caso se observó M. anisopliae. Tal observación se
llevó a cabo desde la aparición micelial que tuvo lugar el día 4, hasta
obtener un cubrimiento casi total del cuerpo, el cual ocurrió en el día 12.
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Esta situación podría ser explicada si se tiene en cuenta que el aisla-
miento Bv025 de B. bassiana, cuando fue aplicado en forma individual,
siempre tardó menos tiempo en expresarse (siete días) y en cubrir el cuer-

po de los insectos tratados, llegando al 100% de cubrimiento. En contras-
te, el aislamiento Mt.L1 de M. clnisopliae se expresó a partir de los 10 días

y alcanzó en el día 24 su míximo porcentaje de cubrimiento, el cual nun-

ca fue superior al 95%.
Los resultados obtenidos en el presente trabajo demostraron que la

actividad biocontroladora de estos aislamientos puede ser potencializada
mediante su utilización de manera combinada presentándose cierta inte-
racción entre ellos. Sin embargo, siguiendo el esquema de desarrollo de
un insecticida microbiano, se seleccionó como principio activo el aisla-

miento Bv023 (le B. bassiana debido a que presentó un mayor y ms
rápido cubrimiento micelial sobre el insecto.

Figura 6. A. Adulto de R vorax sano. B. Adulto de R vorax infectado con el
aislamiento de Beauveria bassiana. Fo(or,fías: Cidos Espinel. Juan Alberto Arias.

3.3. Efecto (le los pases sucesivos sobre las características
microbiológicas y la virulencia de B. bassiana

Diferentes estudios han demostrado que los pases sucesivos sobre los
medios de cultivo, sus constituyentes, el pH, la temperatura, la humedad
relativa y el pase del patógeno sobre insectos no blanco, causan una pér-
dida gradual (le SUS características, repercutiendo en SLI patogenio:idad y
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virulencia. Con miras a producir biomasa (le alta calidad con máxima ac-
tividad e rito mopatogénica, se desarrolló un estudio para determinar el
efecto de los subcult VOS sucesivos de Beauveria bassiana Sobre su virulen-
cia y SUS características microbiológicas, para ello se realizaron 15 subcul-
tivos sucesivos del hongo tanto en medio semisintético (SS) (Agar Papa
Sacarosa, PSA) como en medio de producción masiva (PM) a base de
avena.

Con los conidios de los suhcultivos 4, 5, 6, 9, 12 y 1 5 provenientes de
los dos medios de crecimiento se prepararon suspensiones ajustadas a una
concentración de 10" conidios. mL Se sumergieron grupos de treinta
insectos adultos de 1? vorax en las suspensiones correspondientes a los
diferentes subcultivos y se mantuvieron en tres unidades experimentales.
Se registró la mortalidad (le los adultos de gusano blanco de la papa y los
insectos muertos se incubaron en cámara húmeda, con el liii de verificar
la infección por B. hasiana.

Los mayores porcentajes de eficacia se obtuvieron con los conidios
provenientes del subcultivo cinco en los dos medios, cori un 96.4 1Y1, de
mortalidad de la plaga para los dos tratamientos, a partir se este SUI)cUltiVO
se observó un disminución gradual en los porcentajes de control de la
plaga, obteniéndose el menor porcentaje (le control cori los conidios pro-
venientes del subcultivo quince en medio seniisintético con un valor del
57.1% (Figura 7).

El mayor porcentaje de eficacia fue obtenido con los conidios del pase
cinco tanto en medio PSA como avena, los cuales según el análisis estadís-
tico no presentaron diferencias estadísticas con el porcentaje (le eficacia
de los conidios provenientes de los pases 4, 6, 9 y 12 cultivados ('rl los dos
medios, pero sí con los resultados obtenidos con las esporas del subcultivo
15 tanto en medio de producción masiva como semisintético. Lus resulta-
dos obtenidos indican que los subcultivos sucesivos del microorganismo
afectaron su patogenicidacl a medida que se avanzó en ellos. A pesar de
no encontrarse diferencias significativas entre la mayoría de tratamientos,
se observó una tendencia numérica a un mayor porcentaje de eficacia
con los conidios de los priteros pases, la cual fue disminuyendo a niedicla
que se avanzaba en las transferencias seriadas o subcultivos sucesivos.
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Tratamientos

Figura 7. Efecto de los subcultivos sucesivos de 8. bassiana en su virulencia sobre el
gusano blanco de la papa (PM: Medio de producción masiva a base de avena: SS:

Medio semisintético).

Para cada subcultivo no se encontraron diferencias en la actividad bio-
controladora del microorganismo crecido en los dos medios de cultivo
evaluados, resultado que sugiere que estos tuvieron el mismo efecto en la
virulencia y se recomendaría en consecuencia emplear el medio avena
en producciones masivas del, debido al menor costo del mismo.

Tasa de crecimiento diametral y características de crecimiento
Con el propósito de determinar el efecto de los pases sucesivos sobre

la velocidad de crecimiento y las características morfológicas del microor-
ganismo, se partió de los suhcultivos 3, 4, 5, 8, 11 y 14, de los cuales se
tomaron discos de Snim de diámetro y se colocaron en el centro de cajas
de Petri con Agar PSA, consistiendo estos en los subcultivos 4, 5, 6, 9, 12 y
15 correspondientes a los evaluados en los ensayos anteriores.

Las cajas se incubaron a 28°C y en los días 5, 8 y 10 se midió el diáme-
tro de la colonia observándose el color y apariencia de la misma.

Las mayores tasas de crecimiento se observaron a menor número de
pases, las cuales correspondieron a los subcultivos 5 y 4 con valores de

5.88 mm.día' y 5.43 mm. día respectivamente, disminuyendo éstas al
avanzar en los pases, estos resultados sugieren que los subcultivos sucesi-
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VOS del hongo afectaron su capacidad de crecimiento (Figura 8). Así mis-
mo, se observó que el crecimiento del hongo cambió con sus subcultivos
sucesivos, observándose abundante esporulación de color crema en los
primeros pases, y a medida que se avanzó en ellos el crecimiento se tomó
algodonoso y de color blanco.

Días

	

+SubCuIt i vo 4	 SubcuItjvo 5	 Subcutivo 6

	

SubcuItivo 9	-	Subcultivo 12	--0	Subcultivo 15

Figura 8. Tasa de crecimiento de B. bassiana, B025 sometida a
4, 5, 6, 9, 12y 15 subcultivos en agar PSA.

3.4. Producción masiva del hongo Beauveria hassiana
El desarrollo de un insecticida microbiano implica el establecimiento

de una metodología de producción masiva, de separación, de secado y
de formulación la cual incluye etapas de preselección, selección y combi-
nación correcta de auxiliares de formulación y principio activo, con el fin
de obtener un producto estable, seguro, eficaz, confiable y de fácil aplica-
ción. Para tal fin se desarrollaron secuencialniente las actividades descritas
en la figura 9, correspondientes a las etapas de preformul1ci(n y formula-
ción (le insecticidas microbianos.

Para proceder a las etapas de preforniulación y formulación se realiza-
ron procesos de producción masiva, separación y secado del principio
activo, conidios de Beativeria bassiana de acuerdo con procedimientos
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previamente estandarizados, obteniéndose las cantidades y calidades re-
queridas.

ETAPA DE
PREFORMULACIÓN

Selección primaria
de auxiliares de formulación

Caracterización
de auxiliares de formulación

[ollo de formulaciones (sin activo)

Selección secundaria de auxiliares
de formulación

r Estudios de Compatibilidad
(Auxiliares de formulación

principio activo)

Selección terciaria de
auxiliares de formulación

Desarrollo de prototipos (con activo) 1

Caracterización deprototipos

Selección primaria de prototipos

Evaluación de la estabilidad
microbIológica

Selección final de formulación

ETAPA DE
FORMULACIÓN

Caracterización de la formulación
seleccionada

[Definición del sistema de envase y
empaque

Evaluación de la estabilidad
microbiológica y bioconfroladora

Optimizaclón de la formulación

Definición de las operaciones
unitarias del proceso

r Establecimiento de los puntos criticos
de control y límites de aceptación

del proceso
+

implamentación de técnicas de control
de proceso, materia prima y producto

terminado
+

Estandarización y optimizaclón
del proceso

Validación del proceso

Desarrollo e implementaclón
del sistema documental del proceso

Figura 9. Etapas de preformulación y formulación de insecticidas microbianos.

El primer paso dentro del desarrollo tecnológico es la selección de un
sustrato en el que el principio activo, en este caso el hongo, se desarrolle
de la mejor forma. Se evaluaron los medios de cultivo avena precocida en
hojuelas, zanahoria licuada, arroz cocido y combinaciones de estos en
una propor «ni 1:1 contenidos en bandejas de aluminio de 14 cm x 20
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Crí). A partir de un cultivo del mi(:roorganism() crecido en medio Agar Papa
Sacarosa (PSA) durante 7 días a 25C, se preparó una suspensión en Tween
80 al 0.1% ajustada a una concentración de 2 x 10 conidios.mL. Para
inocular cada uno de los medios se utilizaron 1.5 mL de dicha suspensión.

Con cada medio de cultivo se inocularon 3() bandejas, de las (:(Jales 15
fueron incubadas en condiciones de luz constante y 1 5 en oscuridad con,,-
tan te.

En todos los casos, el hongo creció como una capa en la superficie del
medio. Al analizar los rendimientos obtenidos, se observó una tendencia
a un mayor rendimiento en los medios incubados en presencia de luz, en
reia(ión con los incubados en presencia de oscuridad.

Cuando la avena se encontraba sola o en mezcla con losl()s otros sustra-
tos, tanto en luz como en oscuridad se obtuvieron los mayores rendimien-
tos. En condiciones de luz, el rendimiento en el medio de avena fue de
40< 1 0 ufc.cm ', cifra que representó el mayor rendimiento obtenido,
mientras que la avena en mezcla con otros sustratos tales como el arroz y
la zanahoria, los rendimientos fueron de 380 0 - ufc.c m y de 29x1 0
ufc.cni ' respectivamente (Tabla 3). Esto podría deberse al alto contenido
protóico presente en la avena, que pudo haber estimulado la esporula-
ción. De otra parte, en los medios de cultivo de arroz y de zanahoria se
encontraron los menores rendimientos que fueron de 52x1 0 ufc.cm y
de 20x1 Q1 ufc.cm ' respectivamente (Tabla .3).

En condiciones de oscuridad, el rendimiento en el medio de avena
como única fuente de carbono fue de 14 x 10 uf(-.cm , mientras que en
los medios de arroz-avena y avena-zanahoria fueron 1 x 10 - iiÍc.c:m y 7()
x 10 ufc.cm 9 respectivamente, siendo este último rendimiento compara-
ble con los obtenidos en el niedio de arroz y en el de arroz-zanahoria, en
donde los rendimientos fueron de 18 x 10 , ufc.cm y 12 x 10' ufc.cm
respectivamente, mientras que en el medio de zanahoria, éste fue de 4()
x 10' iifc.cm . Los resultados obtenidos en los medios de arroz y de Zana-
horia solos o en sus mezclas, incubados en presencia de luz o de oscuri-
dad, mostraron que estos sustratos no son adecuados para la producción
de c )i idi OS de Bea ocena hassi(ina.
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Tabla 3. Efecto de varios medios de cultivo líquidos, semisólidos y de dos
condiciones de luminosidad sobre el crecimiento de B. h:ina.

Condiciones de incubación
Medio Consistencia	Luz	 Oscuridad

de cultivo	 (rendimiento	(rendimiento en
en ufc.cm 2)	 uíc.cm')

Avena	 semisólida	 40 x 10	 14 x 10

Arroz-avena	 líquida	 38 x 10	 10 x i0

Avena-zanahoria	líquida	 29 x 10 7	79 x 10

Arroz	 líquida	 52 x 10'	 18 x 10

Zanahoria	 líquida	 20 x 10	 40 x 10

Arroz-zanahoria	líquida	 37 x 10	 12 x

Al evaluar el crecimiento del hongo durante 15 días de incubación
tanto en condiciones de luz como de oscuridad, en estos medios de cultivo
se encontró que se presentó una tendencia general al aumento de la bio-
masa a medida que transcurría el tiempo de incubación tanto en luz como
en oscuridad constante. A los siete días de incubación en luz constante, se
registró un crecimiento que correspondió a 45 xl 0 ufc.cm para el medio
de avena, de 30 x10 5 ufc.cm y de 28 xlO s ufc.cm 1 para los medios de
avena-zanah()ria y arroz-avena, respectivamente. Estos resultados contras-
taron con los obtenidos a los 10 días de incubación en que hubo un mayor
crecimiento del hongo, que correspondió a 85x1 0 ufc.cm 2 cuando fije

cultiado en el medio de avena, de 63 x10 5 ufc.cm-' y de 69x10 ufc.cm
cuando fue cultivado en los medios de avena-zanahoria y de arroz-avena,
respectivamente. Al final del tiempo de evaluación, es decir a los 15 días, se
obtuvieron crecimientos de 37 xlO ufc.cm 2 cuando el hongo fue cultivado

en el medio (le avena, de 24x10 uíc.cm 2 y de 36 x1 0 - ufc.cm 2 cuando
fue cultivado en los medios de avena-zanahoria y arroz-avena, respectiva-
mente. No se encontraron diferencias significativas entre el crecimiento
presentado en los tres medios (le cultivo evaluados.

Los resultados de esporulación fúngica encontrados permitieron con-
cluir que el factor luz incidió notablemente en la producción de esporula-
ción pulverulenta de color beige.
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Teniendo en cuenta que los mayores rendimientos del hongo fueron
obtenidos en el medio (le avena, se escogió éste para la producción de los
conidi is y luminosidad constante como condición de incubación. La se-
paración de los conidios se realizó mediante barrido superficial con una
brocha y las esporas consistieron en el principio activo para el concentra-
do emulsionable.

Con la cepa seleccionada de I3eauveria hassiana ( Bv025) también se
estandarizó un sistema de producción masiva en sustrato sólido consisten-
te en granos de arroz humedecidos estériles contenido en bolsas de polie-
tileno de alta densidad, en el cual se alcanzó un rendirnento de lxi O''
conidios.g El sustrato esporulado fue molido y consistió en el principio
activo con el cual se desarrollaron cuatro prototipos (le insecticida niicro-
hia no granulado para aplicación directa al suelo, elaborados mediante la
técnica de granulación vía húmeda. Los preformulados obtenidos presen-
taron aspecto uniforme, con superficies dentadas y con un tamaño homo-
géneo.

3.5. Formulación del insecticida microbiano
Se trabajó en el desarrollo de dos tipos de formulación, una sólida en

forma de granulado para aplicación directa al suelo y otra líquida presen-
tada como un concentrado em u lsi )nable.

Con l s conidios puros separados del medio a base (le avena se elabo-
raron diferentes prototipos de un insecticida biológico formulado COfliO

un concentrado cmukionahle, el cual consistió en una suspensión de las
células en una base oleosa autoemulsificable. El vehículo oleoso se elabo-
ró utilizando aceites vegetales, emulgentes y emulsiticantes que mostra-
ron compatibilidad con el microorganismo; todos ellos inocuos Ni común-
mente empleados en la industria cosmética y de alimentos. Este Prototipo
presentó una concentración de 10'' conidios.mL ' y una germinación del
90% a las 24 horas de incubación.

Con la biomasa obtenida de la producción en h lsas con arri iz se de-
sarrollaron cuatro diferentes prototipos de granulados no dispersables,
mcd ianl e la utilización de un agente aglutinante y mezclas de diluentes,
sustancias que también demostraron ser compatibles con el hongo.

-39-



Figura 10. Granulado no dispersable a base de 8. hassiana.
ritía: Juan \It)r1	\ria.

3.6. Determinación de las características físicas de los graflUla(IOS
1. Tamaño de partícula. Dentro (101 proceso do manufactura de los

granulados e incluyeron dos etapas, la granulación y la regranulación. En
la primera etapa la pasta fue l)dsacici por un tamiz cuyo tamaño de por o fue
de 2.00() pm. Sin embargo, en esta tase del Proceso la pasta permaneci
húmeda, lo que generó la formación (le aglornera(L que prod ujer( cli
heterogeneidad en el tamano de partícula. Por lo tanto, se hizo necesario
regranular los productos después del secado, pa sá ndolo ', por un tamiz (le
poro de 1 .500 sim.

El tamaño de partícula se determino por la técnic a de gravimetría,
utiliZan(lo una columna (le tamices de diferentes tamaños de l)0 F0 ubica-
dos en forma ascendente (le arriba hacia abajo, a través de los cuales se
dejó caer un peso conocido (le material y posteriormente se pesó el ma-
terial retenido en cada tamiz. Los resultados obten di Fabla 4), mostra-
ron que en todos los granulados el ma yor porcentaje h peso retenido se
presentó en el tamiz n° 1 (le 1 .500 pni de tamaño de pwi o, con porcenta-
¡es de 80.41%, 91.51%. 87.6%, 77 . 31 0 los granulados GR 1 . GR2,
GR3, GR4 respectivamente, seguido por el tamiz n t 2 de tamaño de poro
de 1 .000 11111,  el cual retuvo porcentaje-, (le peso de 11 .0 %, 2.67%, 4.-1 0' ,/' 0,
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8.07% para los granulados GR1, GR2, GR3 y GR4 respectivamente. Esos
resultados permitieron afirmar que el tamaño de partícula de los granula-
dos osciló entre 1 .00() irn y 1.500 prn.

El producto comercial utilizado corno control fue Furadan 3GR®, pre-
sentó un tarnan() de partícula que osciló entre 35 im y 50 jini, este tama-
ño se puede deber posiblemente al método de granulación utilizado y a
los equipos en los cuales se desarrolló el proceso.

Los granulados GR1 , GR2 y GR3 presentaron porcentajes de polvos
tinos bajos con valores de 3.03%, 2.66%, 4.38%, respectivamente y el
granulado GR4 presentó el mayor porcentaje de polvos finos con un valor
de 8.37%. Este resultado podría deberse a la baja proporción de agente
aglutinante utilizado en la manufactura del preformulado, lo que generé
una consistencia más frágil en el gránulo. Esta característica sumada al uso
de un solo tipo de diluente (Diluente A) el cual es una arcilla fina, provocó
la ruptura de las partículas, generando mayor proporción de polvos finos
cii el proceso de regranulación.

La alta proporción de polvos finos podría ocasionar compactación cuan-
(lo el producto sea almacenado por períodos de tiempo prolongados; así
niiSm() en el momento de la aplicación en campo, podría presentarse una
pérdida de producto causada por la deriva del viento.

Tabla 4. Porcentaje de peso retenido por cada tamiz en la prueba de gravimetría.
Tamiz Nº	Tamaño de Poro	 Peso retenido (%)

jim	GR1	GR2	GR3	GR4
1	 1500 gim	80.40	91.51	87.6	77.31
2	 1000 pm	11.03	2.67	4.46	8.07
3	 840 J.Lm	5.50	3.13	3.53	6.21
4	 590 pm	1.50	1.73	3.33	5
5	 500 jim	0.61	0.20	0.6	0.64
6	 300 pm	0.30	0.40	0.26	1.77
7	 250 jim	0.21	0.13	0.13	0.64

Base	 -250 j.tm	0.41	0.20	0.06	0.32
% ole polvos finos	 3.03	2.66	4.38	8.37
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2. Voluminosidad. La voluminosidad de un material es el volumen
ocupado por unidad de peso y es de gran importancia considerarla duran-
te los procesos de diseño y compra de equipos de manufactura, además
para las etapas de envasado y empaque del producto. Los valores de volu-
minosidaci de los granulados estaii directamente relacionados con las ca-
racterísticas de voluminosidad propias de los excipientes utilizados en cada
caso y con el método de granulación empleado. De igual manera la granu-
lación por vía húmeda por forzado manual da como resultado granulados
con un mayor volumen aparentes ya que los espacios interparticulares son
ocupados por agua, que en el proceso de secado se evapora, dejándolos
libres y aumentando la voluminosidad de los granulados.

Los granulados GR1, GR2 y GR3 presentaron bajas voluminosidades

con valores de 1.68, 1.65 y 1.86 ml/g. respectivamente y la volurninosi-

dad más baja (1.55 mL.g 1) fue presentada por el GR4.
Se encontraron diferencias entre los distintos granulados y el trata-

miento control (Furadan 3(.-,R®), ya que este último presentó una volumi-
nosidacl de 0.72 mL.g, valor considerablemente más bajo que los pre-
sentados por los granulados desarrollados. Esto podría ser debido a que la
voluminosidad está determinada por la forma y el tamaño de las partículas
y este producto posee características de forma homogénea y un tamaño
de partícula muy pequeño que oscila entre 35 y 50 lam, lo que le permite
que las partículas se ordenen más fácilmente y se disminuya el espacio
interparticular, trayendo como consecuencia una disminución en la volu-
minosidacl del producto.

Los cuatro granulados presentaron características adecuadas de volu-
minosidad, para garantizar que no se presenten problemas en el envase
y empaque del insecticida microbiano a escala industrial.

3. Porosidad. La porosidad es la medida de los espacios intra e inter-
particulares en un material y determina su capacidad de absorción de
agua y su fragilidad. Los granulados GR1, GR2 y GR3 mostraron porcenta-
jes de porosidad similares con valores de 6.68%, 6.28% y 5.62 0/o respecti-

vamente. Esto podría ser debido a que en los tres granulados se utilizaron
los mismos tipos de diluentes.
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El GR4 presentó la mayor porosidad de todas las preformulaciones
(9.3 1%). No se detectaron diferencias significativas entre todos los granu-
lados y el tratamiento control, permitiendo concluir que estos no presen-
tan problemas de excesiva absorción de agua por poseer porcentajes de
Porosidad bajos.

4. Fluidez. La fluidez es la capacidad que tiene un material sólido de
fluir y juega un papel determinante durante la manufactura de un produc-
to, ya que determina que tipo de sistemas de alimentación mecánica son
requeridos para realizar eficientemente el proceso. Los resultados de flui-
dez obtenidos para los diferentes preforniu lados mediante la técnica de
ángulo de reposo mostraron ángulos inferiores a 35; lo que permite afir-
mar que todos los granulados fluyen fácilmente. El GR2 presentó el mayor
ángulo de reposo (32.55) y por consiguiente una menor fluidez 1 .57 g.seg
seguido del GR1, el cual presentó un ángulo de reposo de 31.32 y una
fluidez de 1.64 g.seg

Los GR3 y GR4 presentaron un comportamiento similar con valores
de fluidez de 1.74 g.seg y 1.73 g.seg 1 respectivamente, y con ángulos
de reposo de 29.98" y 29.99" respectivamente.

El tratamiento control Furadan 3(,R® mostró el menor ángulo de repo-
so 20.62y una fluidez de 2.69 g.seg 1, este resultado pudo ser debido a la
uniformidad en el tamaño y a la forma de las partículas que conforman el
granulado, lo que permite que se deslice fácilmente.

No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos, lo
que permitió concluir que ninguno de los cuatro granulados presentará
problemas de fluidez, favoreciendo el proceso de llenado de los recipien-
tes en una producción a nivel industrial.

5. Humedad. La humedad de los productos biológicos determina su
estabilidad bajo condiciones de almacenamiento, siendo recomendable
una humedad inferior al 5% para permitir que los microorganismos se
conserven viables y virulentos en un estado de latencia. De las cuatro
preformulaciones evaluadas, el GR4 presentó el mayor porcentaje de hu-
meciad (14%). Esto fue posiblemente debido al tipo de diluente utilizado.
Este diluente presenta un porcentaje de humedad del 13.06%, que influ-
ye directamente en la humedad del granulado y hace que el tiempo (le
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secado necesario para mantener el granulado en una humedad igual o
inferior al 10% aumente.

Los granulados GR1, GR2 y GR3 presentaron humedades del 10.84%,

10.52% y 11.16% respectivamente, las cuales son ligeramente superiores
al límite recomendado para este tipo de productos (<5%). Por lo tanto, es
necesario realizar estudios con el fin de verificar diferentes temperaturas
y tiempos de secado que permitan llegar a una humedad inferior sin que
se vea afectada la viabilidad y la germinación del hongo en los productos.

El porcentaje de humedad determinado en el producto Furadan 3GR®
fue bajo (2.33%), posiblemente porque al ser el principio activo una sus-
tancia química, puede ser sometido a tiempos y temperatura de secado
mayores, lo que hace que pierda mayor cantidad de agua, obteniendo un
menor porcentaje de humedad.

6. Humectabilidad. La humectabilidad es la capacidad de un sólido
de mojarse y por ende su habilidad para absorber agua. Todos los granula-
dos presentaron tiempos de hurnectabilidad entre 2 y 3 segundos, estos
resultados permiten clasificar a los granulados como productos de alta hu-
mectabilidad, ya que se encuentran dentro del límite registrado en la lite-
ratura, el cual equivale a tiempos de humectación inferiores a 20 seg.
Estos resultados indican que los auxiliares de formulación utilizados fueron
adecuados y que podrían permitirle al producto absorber agua fácilmente
M medio ambiente, una vez sea aplicado en condiciones de campo,
favoreciendo así el proceso de germinación y por ende el establecimien-
to del hongo en el suelo.

7. pH. El prototipo GR4 presentó el pH más alto con un valor de 8.95,
posiblemente debido a que en su manufactura se utilizó únicamente un
tipo de diluente cuyo pH es de 9.3, los granulados GR1, GR2, GR3 pre-
sentaron pH de 8.62, 8.46 y 8.58, respectivamente.

El control Furadan 3GR® presentó un pH de 8.58, el cual fue similar a
los pH obtenidos en los preformulados, este valor puede estar relacionado
con el pH del principio activo y de los excipientes utilizados en su manu-

factura.
Teniendo en cuenta que estudios previos mostraron que la germina-

ción de B. basiana no se ve afectada por pH entre 5-10, se podría sugerir
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que el pH (le estas prefornitilaciones posiblemente no afectarán la viabi-
lidad del microorganismo y no influirán en el proceso de infección sobre
el insecto plaga.

Teniendo en cuenta todas las características físicas evaluadas y la acti-
vidad biocontroladora de los preformulacios (Tabla 5), y aunque en la ma-
yoría de los ensayos no se presentaron diferencias significativas entre los
diferentes tratamientos, se seleccionó el granulado GR1 para continuar
con el trabajo.

Tabla 5. Características físicas de granulados.

Control
Característica	 GR1	GR2	GR3	GR4	(Furadan

3GR®)
pH	 8.62	8.46	8.58	8.95	8.58
Humedad (%)	 10.84	10.52	11.16	14.00	2.33
Voluminosidad (mLg')	1.68	1.65	1.86	1.55	0.72
Porosidad (%)	 6.68	6.28	5.62	9.31	8.8
Polvos finos (%)	 8.23	2.66	4.38	8.37	1.12
Ángulo de
reposo (grados)	31.32°	32.55°	29.981	29.99°	20.62°
Fluidez(g.seg 1 )	 1.64	1.57	1.74	1.73	2.69
Humectabilidad (seg)	3"	2"	3"	2"	2"

3.7. Compatibilidad de Beauveria bassiana con insumos agrícolas
utilizados en el cultivo de la papa

Con el propósito de generar recomendaciones del uso del hongo en
cultivos de papa se seleccionaron los agroquímicos más comúnmente uti-
lizados en éste, se preparó una suspensión de conidios de la cepa Bv 025
de 13. l)aSs,dnd, ajustada a una concentración de 10 1 conidios.mL 1; a par-
tir de ésta se realizaron diluciones seriadas y se inocularon las diluciones
10 y 10 por triplicado en el medio de cultivo sólo y con el producto
adicionado en tres concentraciones, la recomendada por el productor para
SU aplicación en campo, la mitad de la dosis y media dosis por encima de
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la recomendada, para el caso de los insecticidas, y la recomendada por el
productor, la mitad de la dosis y la cuarta parte de la dosis, para el caso de
los fungicidas y los fertilizantes. Estas muestras se incubaron a 27°C por 24
horas. Al cabo de este tiempo se determinó la germinación de los con¡-
dios de Beauveria bassiana mediante la observación al microscopio.

Los productos evaluados fueron los fungicidas: combinación de Meta-
laxil + Mancozeb, Benomyl, combinación de Carboxim + Captam, Pen-
cycurón, Oxicloruro de cobre y Fosetyl de aluminio; los insecticidas Clor-
pirifos, Profenofos, Permetrina Carbofurán y Carbosulfán; y los fertilizan-
tes Úrea, NPK 10 - 30– 10 y Superfosfato triple.

Se observó incompatibilidad del microorganismo con los fungicidas
(Tabla 6): Benomyl, Carboxim + Captam, Metalaxyl± Mancozeb y Fosetil
Al, con los cuales la germinación a las 96 horas de incubación no superó el
5% mientras que en el tratamiento control se obtuvo entre un 95 y un
100% de germinación a las 24 horas de incubación (Figura 11). En cuanto
a las pruebas viabilidad y crecimiento radial, éstas confirmaron la incom-
patibilidad al no observarse ningún crecimiento del hongo pasados los
nueve días de incubación. Los resultados sugieren que estos productos
afectan drásticamente la viabilidad del microorganismo, posiblemente
debido a la inespecificidad de los mismos a causa de su mecanismo de
acción. Por ejemplo, el Benomil interfiere con la síntesis de DNA y la
mitosis, Captan + Carboxin interfieren la respiración celular y Mancozeb
+ Metalaxyl actúan inhibiendo las enzimas sulfidrílicas bloqueando la sín-
tesis de ATP todos estos procesos fisiológicos que se presentan en los hon-
gos, incluyendo los agentes de biocontrol, razón por la cual dichos pro-
ductos químicos afectaron a Beauveria bassiana en el presente estudio. A
partir de estos resultados, se recomienda la utilización de los menciona-
dos productos fungicidas considerando períodos de tiempo de aproxima-
damente cuatro a cinco días entre su utilización y la aplicación del insec-
ticida microbiano, con miras a disminuir el riesgo de incompatibilidad en
campo. De ninguna manera se deben emplear estos fungicidas en mezcla
directa con el insecticida microbiano y en caso de haber utilizado el pro-
ducto biológico y de requerirse una aplicación del químico sin cumplir
con el tiempo sugerido entre aplicaciones, se recomienda aplicar un re-
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fuerzo del insecticida microbiano para asegurar su efectividad. Al fungici-
da Pencycuron, no se le conoce su mecanismo de acción, sin embargo en
el presente estudio se le determinó su efecto inhibitorio del desarrollo
micelial, i se tiene en cuenta que causó una disminución en la gerrnina-
cm del 44% al usar la dosis comercial y del 24% al utilizar la mitad y el
cuarto de la dosis, disminución que con la dosis completa fue significativa,
sin embargo, podría ser manejada con períodos de carencia entre las apli-
caciones. El C)xicloruro de cobre, mostró un efecto fungisttico mas no
fungicida, ya que causó un retardo el germinación del hongo, presentán-
dose a las 24 horas de incubación, un porcentaje de germinación Superior
al 80% en el tratamiento control, mientras con las tres dosis del tratamien-
to con el fungicida, la germinación a este tiempo fue inferior al 50%. Sin
embargo, a las 96 horas de evaluación, la germinación del hongo en pre-
sencia del plaguicida fue superior al 80%, perrllitic'Ildl() recomendar su
uso en (uIt vos en los que se aplique el producto biológico.
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Figura 11. Efecto de los fungicidas en la germinación de I,	'ri,r ha,,,,n,t

a las 96 horas de incubación.

En cuanto a los resultados obtenidos con los insecticidas, los productos,
Carbosulf,in y Permetrina, mostraron ser compatibles con el microorganis-
mo (Figura 12) utilizando la mitad de la dosis recomendada, al no causar
pérdidas significativas de la germinación a las 24 horas de incubación.
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Cuando se empleó la dosis completa y una y media dosis, la prueba esta-
dística de Tukey COfl una significancia del 5% detecté diferencias estadís-
ticas, lo que sugiere que a estas concentraciones sí hubo un efecto nega-
tivo sobre la germinación de B. bassiana. Sin embargo, la disminución en
la germinación de estos tratamientos y para todas las dosk de Carbofurn,
no superó el 17% de pérdida, valor que a pesar de ser significativo, es
bajo si consideramos que con algunos productos se pierde hasta el 100%
de la germinación. Este comportamiento podría deberse a ii' el modo
de acción de estos agroquímicos se da cuando la molécula en animales
interfiere los impulsos nerviosos al inhibir la Acetilcolin este rasa, causando
acumulación de acetilcolina en las terminales nerviosas. Razón por la cual
este mecanismo no se desarrolla en los hongos que carecen (le sistema
nervioso. Los productos Clorpirifos y Profenofos sí afectaron negativamente
al microorganismo cuando se utilizó la dosis completa ' y una y media dosis,
a pesar de ejercer estos productos su actividad insecticida por el mismo
mecanismo mencionado anteriormente; en este caso, se podría sugerir
que el efecto deletéreo en el hongo, no fue causado por la molécula acti-
va sino por alguno de los solventes (le los plaguicidas formulados. Estos
resultados permiten recomendar el uso combinado del insecticida micro-
biano a base de Beauveria bassiana, en programas de manejo integrado
de plagas, con los insecticidas Carbofurán, Carbosulfán y Permetrina, ma-
nejando períodos de carencia entre las aplicaciones de cada 111)0 de pro-
ducto y evitar la utilización de Clorpirifos y Profenofós (Tabla 6).

C.:ntrcl	UrLur;i	-rriHj	jL'Ul.yi	l:r;:.rt:

UDos i s+%	Dosis

Figura 12. Efecto de los insecticidas en la germinación de Beauveria bassiana
a las 96 horas de incubación.

—48-



La viabilidad de B. bassiana sembrada en presencia de las dosis de los
fertilizantes tuvo una disminución máxima del 8%, no encontrándose dife-
rencias estadísticas entre ningunos de los resultados según la prueba de Tukey
con una significancia del 5%, resultado que permite concluir que todos los
fertilizantes fueron compatibles con el microorganismo (Figura 13).

100
90
80
70
60
50

•	40
t	30

L	20
10
o

a a a	22 2

Control	 Urea	NPK 10-30.-10	Superbsfato triple
Productos
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Figura 13. Compatibilidad in vitro de Beauveria bassiana con fertilizantes usados en
el cultivo de papa.

Tabla 6. Resumen de la compatibilidad de la cepa Bv025 de Beauveria bassiana con
agroquímicos utilizados en el cultivo de la papa.
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3.8. Determinación de la eficacia de los granulados bajo
condiciones de casa de mala.

Conjuntamente con la caracterización física de los granulados se llevó
a cabo la evaluación de la actividad biocontroladora de estos, bajo condi-
ciones de casa de malla, como un paso siguiente de evaluación posterior
a los bioensayos realizados bajo condiciones de laboratorio. Para tal fin se
determinó la unidad experimental que consistió en una matera de capaci-
dad de 5 kg de suelo con una planta de Solanum phureja. A cada matera
se hizo la aplicación de cada preformulado en forma de corona alrededor
de la planta, a una dosis de 1 g'planta. Posteriormente, cada matera se
infestó con 10 adultos del gusano blanco de la papa a los cuales se les llevó
el registro de mortalidad diaria. Se tuvieron tres repeticiones por trata-
miento distribuidos en un diseño experimental completamente al azar.

Los resultados obtenidos en los bioensayos realizados con insectos adul-

tos de 1? vorax mostraron que los preformulados GR2 y el GR4 produjeron
mortalidades acumuladas del 100% al final del hioensayo (día 20), mien-
tras que a este mismo tiempo los prototipos GR1 y el GR3 produjeron
mortalidades del 96.55% y 89.65% respectivamente Figura 14). Sin em-
bargo, no se encontraron diferencias significativas entre los porcentajes
de mortalidad ocasionados por los cuatro granulados después de 20 días
de ser aplicados os tratamientos, pero sí entre los tratamientos de control
biológico y los tratamientos testigo.

El testigo absoluto (Ta), al finalizar el ensayo presentó una mortalidad
acumulada del 9.37%, ¡o que corroboró que la muerte de los insectos
cuando se aplicaron las cuatro preformulaciones fue causada por la acción
bioc ntroladora del hongo entomopatógeno.

El testigo tratado (Tt), ocasionó una mortalidad del 12.5% y presentó

diferencias significativas con respecto a los tratamientos GR1, GR2, GR3 y
GR4. Este hecho permitió confirmar que los excipientes utilizados en las
preformulaciónes no provocaron la muerte del insecto plaga y por lo tanto
se puede concluir que son aptos para ser utilizados en la manufactura de

los granulados.
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Figura 14. Porcentaje de mortalidad acumulada de los tratamientos sobre adultos
de R vorax en condiciones de casa de malla. GR = Granulado, T = Testigo

Debido a que no se presentaron diferencias significativas en la morta-
lidad producida en los insectos por los granulados GR1, GR2, GR3 y GR4,
se concluyó que todos tienen la misma actividad biocontroladora del gu-
sano blanco de la papa.

Teniendo en cuenta las características físicas de los granulados evalua-
dos y su actividad biocontroladora y aunque el análisis estadístico realizado
a cada una de las pruebas no mostró diferencias significativas entre los trata-
mientos, se seleccionó el prototipo GRI por presentar excelentes caracte-
rísticas físicas y de actividad, y por resultar más económico debido a que
incluye menos excipientes en la formulación con respecto a los demás.

3.9. Determinación de la estabilidad del granulado bajo
condiciones de almacenamiento.

Para determinar la vida útil del granulado, se realizó un estudio de
estabilidad en almacenamiento a tres temperaturas (8°C, 18°C y 28°C).
Para tal fin se realizó una producción masiva, a partir de la cual se elaboró
un lote de granulado y se obtuvieron conidios secos sin formular; trata-
mientos a los cuales se les determinó su viabilidad mediante la técnica de
recuento en placa en medio Sahoureaud-Rosa de Bengala. Se almacena-
ron 90 muestras de 0,1 g del granulado y de los conidios secos del hongo
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sin formular ('ti viales de vidrio estériles y se taparon con un tapón de
caucho asegurado con un agrafe. Lotes de 3() viales de cada tratamiento
fueron almacenados bajo las tres condiciones de temperatura y mensual-
mente durante 24 meses fue evaluada su viabilidad.

Los resultados mostraron un efecto de la temperatura en la estabilidad
M microorganismo, ya que las mayores pérdidas se presentaron para los
dos tratamientos cuando estos se almacenaron a 28C, seguidas de las

pérdidas a 1 8C y por último, los tratamientos nits estables fueron aquellos
que se almacenaron a temperatura (le refrigeración, siendo dicha condi-
ción recomendable para obtener la mayor vida útil del producto. También
se observó que a las tres temperaturas de almacenamiento, el granulado
siempre presentó menores pérdidas que los conidios puros, sugiriendo
que los componentes del granulado ¡)()(Irían  brindar cierta estabilidad a las
células durante el almacenamiento. El granulado almacenado a 8C no
presentó pérdidas significativas de la viabilidad hasta el mes 1 9 de almacena-
miento, no superando éstas el 1 O, resultado que indica que la vida de ana-
quel de este granulado almacenado bajo condiciones de refrigeración es de
19 meses, un tiempo promisorio si se considera que la mayoría de productos
biológicos no reportan vidas útiles superiores a un año (Figura 15).

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Meses

—lE--- Granulado a 8°C	—u— Espora a 8°C	—fr-- Granualdo a 18°C
34 Espora a 18°C	-•- Granulado a 28°C	- Espora a 28°C

Figura 15. Estabilidad del granulado GR1 bajo condiciones de almacenamiento a
tres temperaturas durante 24 meses.
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aplicación
B. bassiana

de los preformulados a base de
en campo7

4. Determinación de dosis y frecuencias de

4.1. Determinación de dosis cJe aplicación de los preformulados a
base de B. iassiana en campo.

Con el propósito de seleccionar una dosis de aplicación y un granula-
do no (lispersable para las pruebas de campo con agricultores, se realizó
IJI1 l)i()(flSdV() preliminar en una parcela experimental de 1.200 nY ubica-
do en un lote del Centro de Investigación Tibitati de CorJ)oica. El ensayo
se llevó a cabo sobre papa variedad Diacol - Capiro sobre la cual se eva-
luaron dos preíormulados de granulados no dispersables y dos dosis de
aplicación de dichos granulados.

Tratamientos
Ti = Granulado #1 (CR1):
T2 = Granulado #1 (GR1):
T3 = Granulado #2 (GR2):
T4 = Granulado #2 (GR2):
T5 = Testigo Comercial:
T6 = Testigo Absoluto

Dosis 0.5 g! planta
Dosis 1 g/ planta
Dosis 0.5 g/ planta
Dosis 1 g/ planta
Carbofurán 1 g/planta
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El diseño experimental fue de bloques completos al azar con tres re-
peticiones, cada repetición consistió en una parcela de 50 m- de área,
que contenía tres surcos de 10 m de longitud, separados entre sí por 1 m.
Cada parcela se separó por un surco sin sembrar, con el propósito de

evitar algún efecto de borde.
Se llevaron a cabo las labores del cultivo y dentro de éstas se realizaron

las tres aplicaciones de los preformulados granulados: En la siembra, en la
brotación completa y en el aporque. La primera aplicación se realizó dis-
tribuyendo el granulado en forma de corona sobre la semilla y cubriéndo-
lo con suelo. Las otras aplicaciones se realizaron de igual forma distribu-
yendo el granulado sobre la base de la planta.

Durante el ciclo del cultivo se ubicó una trampa de caída en el surco
central de cada tratamiento, con el propósito de observar la presencia del
insecto en las parcelas experimentales.

La evaluación del daño efectuado por el gusano blanco de la papa SC

realizó sobre los tubérculos cosechados. Se recolectaron todos los tubér-
culos de cada parcela, en donde se midió el peso total de la producción
por parcela. La revisión del daño del gusano blanco de la papa se llevó a
cabo haciendo un muestreo en el que se tomó un número de tubérculos
equi\alentes al 10% del peso total de la producción.

Se procesaron los datos en porcentaje de daño y en porcentaje de

protección según la fórmula:

% protección = %dT - %dTo x 100
%dT

Ch )ncle:

%dT: porcentaje de daño encontrado en el testigo absoluto
%dTo: porcentaje de daño encontrado en el tratamiento

Al ('l)O de la cosecha de todas las parcelas del bioensayo se encontró
que en el tratamiento de granulado #1 (GR1) con una dosis (le 0.5 g/plan-
ta, la producción en la parcela fue de 66.9 kg en promedio; en el trata-
miento con el CR 1 con una dosis de 1 g/planta, la producción fue de 68.5
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kg. Para el CdSO del granulado #2 (GR2), la producción fue de 60.2 kg y
69.6 kg, respectivamente. El tratamiento químico y el testigo absoluto pre-
sentaron una producción de 49.8 kg y 50.3 kg, respectivamente. A pesar
(le que cuantitativamente se observaron diferencias en los rendimientos
obtenidos en los diferentes tratamientos, según la prueba de comparación
múltiple de Tukey, con un nivel de confianza del 95%, los tratamientos no
presentaron diferencias significativas entre sí (Figura 16).

- __________________________

• GR1 (05g/planta)	GRI (1g/planta)	GR2 (0.591planta)
GR2 (1g/planta)	E3 Carbofurán	Testigo Absoluto

Figura 16. Producción promedio por parcela de tubérculos en los tratamientos
del bioensayo preliminar en campo.
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Figura 17. Comparación entre la equivalencia de la producción de tubérculos
en las parcelas del bioensayo y la producción teórica en una hectárea de papa

variedad Diacol-Capiro.
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Al calcular la equivalencia en producción de los tratamientos del ensa-
yo, partiendo de que en promedio la producción de la variedad Diacol-
Capiro es de 18 toneladas por hectárea (18.000 kg) y que el área de cada
parcela del ensayo fue de 50 m 2, se tiene que para el tratamiento GR1 con
dosis (le 0.5 g/planta, la producción equivaldría a 13.390 kg de papa. Para el
tratamiento GR1 con dosis 1 glplanta, la producción equivaldría a 13.700 kg
de papa. En el tratamiento GR2, con dosis 0.5 g/planta, la producción equival-
dría a 12.040 kg de papa. Para el mismo granulado 2, con dosis de 1 g/planta,
la producción equivaldría a 13.920 kg de papa. En el caso del tratamiento
con Carbofurán y el testigo absoluto, la producción equivaldría a 9.970 kg y
10.060 kg, respectivamente (Figura 17). Esta baja producción se pudo deber
a condiciones ajenas a los tratamientos involucrados; tal es el caso de que no
se presentaron lluvias que permitieran la adecuada tuberización, etapa del
cultivo en que es muy necesario este factor para una mayor producción y un
mayor engrosamiento del tubérculo.

Al aplicar la fórmula de porcentaje de protección, el preformulado
Gr1 con las dosis 0.5 g/planta y 1 g/planta protegió contra gusano blanco al

7031/¿ y 62.1% de los tubérculos de la parcela, respectivamente. El pre-
formulado Gr2 con 0.5 glplanta y 1 glplanta protegió al 68.4% y 73%,
respectivamente, mientras que Furadán solamente ejerció una protección
al 37.8% de los tubérculos de la parcela (Figura 18).

Aunque no se podrían dar resultados definitivos en cuanto a los datos
de producción, debido a las condiciones adversas a que fue expuesto el
cultivo en las primeras etapas de desarrollo (deficiencia de riego), se pue-
de observar una tendencia en este importante factor. Los resultados mos-
traron que en general los preformulados granulados son promisorios facto-
res de control contra el ataque del gusano blanco de la papa, debido a que
existieron diferencias significativas entre estos preformulaclos con el testi-
go químico y con el testigo absoluto. A su vez, se evidencia una mayor
producción en estos tratamientos, aunque no necesariamente se podrían
relacionar estos resultados únicamente con el uso del insecticida micro-
biano, debido a que en la producción pueden intervenir otros factores
durante el ciclo del cultivo.
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Figura 18. Porcentaje de protección de tubérculos obtenidos en la evaluación de
preformulados a base de B. bassiana.

Durante el ciclo del cultivo se observó una presencia constante del
adulto de gusano blanco evidenciado en los individuos encontrados en las
trampas de caída ubicadas en el surco central de cada parcela. Aunque
presentó una disminución de la presencia del insecto en las trampas a
medida que las plantas se desarrollaban. Esto pudo deberse a que ya no
tuvieron que movilizarse tanto para buscar su alimento y se establecieron
en una o dos plantas vecinas, evitando su caída en las trampas. También se
observó la germinación de B. bassiana proveniente de los granulados, evi-
denciado por el micelio colonizando el suelo alrededor del tallo de la
planta de papa.

En conclusión, se destacaron el preformulado granulado 1 con la dosis
de 0.5 g/planta y el preformulado granulado 2 con la dosis de 1 g/planta.
Esto indicaría que ILiecie utilizarse cualquiera de estos dos granulados con
las dosis de 0.5 g/planta 6 lg/planta. Vale la pena mencionar que una limi- -
tante importante de estos granulados fue la dificultad en la aplicación del
producto en las etapas avanzadas de desarrollo del cultivo, tales como
brotación completa y aporque. Debido a que la planta tiene un follaje
denso y los surcos se encuentran "cerrados" por este follaje, se requiere la
aplicación manual del mismo para que el granulado llegue a la base de la
planta.
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Hay que tener en cuenta que las aplicaciones del insecticida micro-
Wano deben realizarse de forma tal que el efecto de éste no se vea afec-
tado negativamente por otras prácticas del cultivo, como puede ser el
caso de la aplicación de fungicidas u otros insecticidas. En este caso, y en
razón de la incompatibilidad con los fungicidas y con los otros agroquími-
cos evaluados, se recomienda esperar un tiempo prudencial para hacer la
aplicación del insecticida microbiano, teniendo en cuenta la residualiclad
de los productos químicos.

4.2. Determinación de frecuencias de aplicación de los
preformulados a base de B. bassiana en parcelas experimentales.

Con el propósito de evaluar uno de los granulados a base de 13. bassiana
seleccionado en la etapa anterior (Gr 2) se llevaron a cabo ensayos en dos
fincas de municipios de Cundinamarca. En vista de las dificultades mencio-
nadas anteriormente en relación con la aplicación del granulado en estados
avanzados del cultivo, conjuntamente con el granulado se evaluaron dos
prototipos de insecticida microbiano de aplicación líquida también desa-
rrollados en el laboratorio. Estos se desarrollaron a base de la misma cepa de
B. bassiana, Con el fin de brindar alternativas al agricultor teniendo en cuen-
ta los parámetros de mayor facilidad de aplicación y por ende, una mayor
eficiencia en el tiempo utilizado para esta labor.

Figura 19. Prototipos de insecticidas microbianos evaluados en campo.
A Granulado dispersable. B. Concentrado emulsionable (suspensión oleosa).

C Granulado no dispersable. fotografía: Juan Allerto Arias.
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El primer municipio seleccionado fue Chocontá, vereda El Tejar, finca
Laguneta, a una altura de 2.680 msnm. El uso actual de los lotes es para
cultivos de papa y potreros para pastoreo. El lote del ensayo provino de
potrero, encontrándose rodeado por cultivos de papa. Se seleccionó de-
bido a que en proyectos anteriores se había trabajo en esta finca, la cual
había presentado niveles altos de población del insecto plaga.

El segundo municipio fue Zipaquirá, vereda Páramo de Guerrero, fin-
ca El Chorro, ubicada a una altura de 3.240 msnm. El lote en donde se
estableció el ensayo, provino de cultivo de papa y fue cosechado a me-
diados del mes de febrero. Además, según información dada por profesio-
nales de FEDEPAPA, esta región es una de las que presenta mayor inciden-
cia del gusano blanco de la papa.

Los tratamientos empleados en los ensayos correspondieron al granu-
lado no dispersable (Ca), gránulos dispersables (CI) y concentrado emul-
sionable, también definido como suspensión oleosa (So). Al tiempo se eva-
luaron dos frecuencias de aplicación; la primera constó de tres aplicacio-
nes en las etapas de siembra (S), brotación completa Wc) y aporque (A); la
segunda, estuvo constituida por cuatro aplicaciones en las etapas de siem-
bra (5), brotación completa (Bc), aporque (A) y pos-aporque (Pa) (Tabla 7).

El diseño experimental fue de bloques completos al azar con tres repe-
ticiones. La unidad experimental fue una parcela de cinco surcos de 10 m
de longitud, separados entre sí por 1 m. Cada parcela se separó por un
surco sin sembrar, con el propósito de evitar algún efecto de borde.

La primera aplicación con los tres productos a base de Beauveria bassiana,
se llevó a cabo en los dos municipios ocho días antes de la siembra, acorde con
las especificaciones de los tratamientos. Las dosis empleadas correspondieron a
33kg/Ha' de formulación del granulado no dispersable, 1 L. Ha` de suspensión
oleosa suspendida en 200 L de agua y 1 kg/Ha de gránulos dispersables suspen-
didos en 200 L de agua. En todos los casos a pesar de que los productos tenían
concentraciones diferentes, (10 11 conidios.g 1 para el granulado y 10 ' con idios.mL
1 para la suspensión oleosa) la concentración aplicada fue equivalente
(1 O8conidios.g 1 ) para los diferentes prototipos de insecticida microbiano. En el
caso de las suspensiones, se emplearon fumigadoras de presión constante a 60
psi y boquillas de cono abierto y baja descarga (figura 20),
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Tabla 7. Descripción y distribución de los tratamientos en las parcelas establecidas
en los dos municipios.

MUNICIPIO DE CHOCONTÁ
Tratamiento	Descripción	Repetición 1	Repetición 2 Repetición 3

1	Cal (S-Bc-A)	108*	 212	309
2	Gal(S-Bc-A-Pa)	109	 208	311
3	GI/ (S-Bc-A)	 103	 202	308
4	Gl/(S-Bc-A-Pa)	106	 203	310
5	SoRS-Bc-A)	 112	 20'	306
6	So / (S-Bc-A-Pa)	101	 205	302
7	Ga(S)/So(Bc-A)	105	 206	301
8	Ga(S) / So(Bc-A-Pa)	102	 210	303
9	Ga(S)/Gl(Bc-A)	104	 204	307
10	Ca(S) / Gt(Bc-A-Pa)	111	 207	304
11	Testigo químico	107	 201	312
12	Testigo absoluto	110	 209	305

MUNICIPIO DE ZIPAQUIRÁ
Tratamiento	Descripción	Repetición 1	Repetición 2 Repetición 3

1	Ga/(S-Bc-A)	105*	 204	306
2	Ga / (S-Bc-A-Pa)	110	 203	308
3	Cl! (S-Bc-A)	 111	 201	303
4	Gl/(S-Bc-A-Pa)	109	 207	302
5	So/(S-Bc-A)	 108	 212	310
6	So/(S-Bc-A-Pa)	106	 211	304
7	Ca(S) / So(Bc-A)	112	 206	301
8	Ca(S) / So(Bc-A-Pa)	103	 209	311
9	Ga(S)/Cl(Bc-A)	107	 208	307
10	Ga(S) / GI(Bc-A-Pa)	101	 205	312
11	Testigo químico	104	 202	309
12	Testigo absoluto	102	 210	305

* ( )rr(p( n h a la u rcra i6n ( Lo Li al azar para su d st ri buc ión o n cada Hoque.
Ga: ríriulos no dipersihIes; GI: grnuIos dispersables; So: suspensión oleosa o
cofli Cfltd() emijkionable; S: Siembra: Bc: l3rotación completa: A: aporque; Pa: Pos
1)0rque.
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aplicada a la siembra para los tres productos. Posteriormente, se efectua-
ron las aplicaciones en aporcue y posaporque, (le acuerdo con las especi-
ficaciones de los tratamientos.

La cosecha de los cultivos en las fincas de los dos municipios consistió
en recolectar todos los tubérculos producidos por siete plantas escogidas
al azar del surco central de cada parcela. Así se tuvo un total de :36 mues-
tras por cultio. Estos tubérculos se llevaron al laboratorio para su evalua-

ción.
La evaluación consistió en la revisión de la presencia o ausencia de

daño por gusano blanco en cada tubérculo. Se tornaron mediciones de
número total de tubérculos sanos y afectados, peso total de tubérx ulos
sanos y afectados y se determinó la severidad mediante una división de
cada tubérculo en cuatro partes. Se estableció la escala de severidad 1
para la presencia de daño en un cuarto del tubérculo; severidad 2 para la

mitad del tubérculo con daño; severidad 3 para las tres cuartas partes del
tubérculo con daño y severidad 4 para las cuatro partes del tubérculo5 con
presencia del daño de gusano blanco. Todos los datos se registraron en
una tabla diseñada para tal fin.

A lo largo del ciclo del cultivo, semanalmente se efectuaron evaluaciones
sanitarias, y registros de captura de Premnotrypes vorax, Tecla so/anivora y

Phtliurimaea operculella. encontrando para el ensayo en Chocontá, que las

mayores capturas de adultos de P vorax expresadas como número de
insectos por trampa", ocurrieron durante las primeras dos semanas de
establecido el cultivo, descendiendo sustancialmente en las semanas
siguientes (figura 21). Entre tanto, las capturas de L solanivora, paulatinanu.'iite

ascendieron, alcanzando un máximo de captura de 33 adultos hacia la
semana décima después de la siembra; posteriormente se presentó un
descenso en la captura, éste probablemente relacionado con el aumento
en la precipitación y con una aplicación de un insecticida piretroide, a
pesar de que el objetivo de esta aplicación fue el de disminuir la elevada

población de Epitrix sp., pero debido a que este producto también se
recomienda para el control de la Polilla guatemalteca, pudo efectuar una
reducción en la población de este insecto. La presencia de Plthorimaea

opercule!Ia durante todo el ciclo del cultivo no fue significativa s presentándose

—62



35
30
25
20
15
10

5
O

o
u

u

o

o
-o

-o
Eo

80
70
60
50
40
30
20
10
o

seis adultos en total en la séptima semana de lectura, por lo que se considera
que no hubo incidencia de este insecto (figura 21).

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 14 15 16 17
SemanaFw orax	 ±iT1 T. solanivora

pp--yO. perculella	 Precipitación mm 1
Figura 21. Capturas semanales de  vorax, T. solanivora y R operculella en la finca

M municipio de Chocontá.

En el ensayo en Zipaquiri, las mayores capturas (le gusano blanco dos
individuos en promedio) se presentaron en las primeras semanas de esta-
blecido el cultivo, posteriormente descendió presentado un comporta-
miento más estable a lo largo de nueve semanas. Sin embargo, en las 17
semanas evaluadas el promedio de captura en las trampas no superó 2
adultos/trampa por semana, debido posiblemente, a la elevada población
de plantas toya alrededor del cultivo, en donde se evidenció la existencia
de adultos del insecto. Tras la eliminación de toyas en el lote vecino hacia
la semana 15, se registró un aumento en la captura de adultos en las tram-
pas, ya que se encontraron hasta 2 adultos por trampa en promedio, mdi-
(ando posiblemente el ingreso al cultivo de los insectos que se encontra-
ban en el lote vecino (figura 22).

En cuanto a la población de T. solanivora y P operculei'Ia, se mantu-
vieron bajas (inferiores a cinco y a dos insectos en promedio, respectiva-
mente) a lo largo de to(lo el período vegetativo, no representando riesgo
para la producción.
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Figura 22. Capturas semanales de adultos de gusano blanco (1? vorax), T. solanivora

y 1? opercu!eI!a, en la finca del municipio de Zipaquirá.

Al analizar estadísticamente los resultados de control, no se hallaron
diferencias significativas entre tratamientos, sin embargo el daño ocasio-
nado por gusano blanco en cada una de las Parcelas Experimentales, fue
analizado porcentualmente, encontrando para el caso de la parcela ubica-
da en Chocontá que los tratamientos que presentaron menor porcentaje
de daño correspondieron a los tratamientos Ti (aplicación de gránulos no
dispersables a la siembra, brotación completa y aporque) y T6 (Suspensión
oleosa a la siembra, brotación completa, aporque y posaporque), con el

28 0/ de daño, seguido del T9 (aplicación de gránulos no dispersables a la
siembra, y gránulos dispersahies a la brotación completa y aporque) con
29% de daño (figura 23). En los resultados del ensayo en Zipaquirá, el
menor porcentaje de daño se presentó en el testigo químico con el 2% de
material afectado, seguido de los tratamientos T6 y T8 con el 6% de daño,
correspondientes a la aplicación del concentrado emulsionable en cuatro
etapas del cultivo y aplicación de gránulos no dispersahies a la siembra y
de concentrado emulsionable en emergencia completa, aporque y pos-
aporque, respectivamente (figura 23).
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Figura 23. Porcentaje de daño causado por el gusano blanco de la papa en las
parcelas experimentales ubicadas en Chocontá y Zipaquirá, Cundinamarca.

la (1 ( 1]	1 1) (le lc trata m ¡en tos aparece en la Tabla 7.

En la evaluación del porcentaje de protección ofrecida por el insecti-
cida biológico contra el gusano blanco de la papa, se encontró que el
tratamiento que brindó mayor protección fue el T6, correspondiente a la
aplicación de concentrado emulsionable en cuatro etapas del cultivo, con
el 20 y 60% de protección, en Chocontá y Zipaquirá, respectivamente
(Figura 24).
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El tratamiento T5, correspondiente al empleo de concentrado ernul-
sionable o (suspensión oleosa) en tres etapas del cultivo, no presentó
protección ni en la parcela experimental de Chocontá ni en la de Zipa-
quirá, indicando con esto la importancia de la aplicación en la etapa de
posaporque.

1REMO 1

uu uIui__ uu u __ iiluuui__ •uriiiu uuil	L u I1F 1
Ti T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 TiO Tu

Tratamientos

[ihocontá ElziPaquJJ

Figura 24. Porcentaje de protección de 8. bassiana contra el gusano blanco de la
papa. Parcelas Experimentales de Chocontá y Zipaquirá. La descripción de los

tratamientos aparece en la Tabla 7.

Al analizar los rendimientos obtenidos por tratamiento por hectárea,
se detectó una reducción sustancial en la producción de la Parcela Expe-
rimental de Chocontá, debido posiblemente a un ataque severo de
Phytopthora ¡nfestans en etapas iniciales del cultivo, en donde el rendi-
miento máximo fue de 11.5 T.Ha'; entre tanto en la parcela experimen-
tal de Zipaquirá, la máxima producción fue de 26 toneladas/Ha.
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5. Recomendaciones y perspectivas

A Partir de las observaciones y de los resultados obtenidos en Campo,
se han generado recomendaciones técnicas, fundamentales para la incor-
poración del insecticida microbiano para el control de gusano blanco
niediaiite un esquenii de manejo integrado del cultivo de la papa.

Re (>mendaciones para el control del gusano blanco de la papa Con B.
hasShjna, dentro de un esquema de manejo integrado del cultivo.

1. Aplicación de la formulación gránulos no dispersables a base
de B. bassiana ocho días antes de la siembra. Debido a que dentro de
la rutina (le tratamiento de semillas, se efectúa la desinfección de éstas
con J)( )ductos químicos que pueden afectar el desarrollo del hongo ento-
moj)atógeno. Es importante realizar la aplicación del insecticida microbia-
no ocho ) (lías previos a la siembra, para permitir el establecimiento del
mismo organismo en el suelo, empleando una dosis de 33 kg de producto
pr h('( tarea.

2. Semilla certificada. El empleo de semilla sana y de buena calidad,
es een ial para un manejo integrado del cultivo, ya que así se reduce la
prob,ibilidwi de introducir al cultivo problemas fitosanitarios que implica-
rían una mayor utilización de plaguicidas químicos.

3. Fertilización acorde con los requerimientos del suelo y del cul-
tivo. En la medida en que se apliquen solamente los fertilizantes necesa-
rios, teniendo en cuenta los análisis del suelo, se reducen costos y se oh-
tendrán plantas vigorosas y menos afectadas por problemas Íitosanitarios.
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4. Instalación de trampas de caída para gusano blanco. Las tram-
pas de caída son un componente para la detección de sitios de ingreso de
adultos del insecto, siendo un componente que facilita el manejo del mis-
mo, a que permite ejercer medidas de control, de manera localizada.

S. Instalación de trampas de feromonas. Las trampas de feromonas
para Phthorirnaea operciilella y para Tecia solanivora permiten desarrollar
un sistema de vigilancia de la plaga, desde antes de establecer el cultivo
hasta la cosecha. Este seguimiento permite detectar su incremento y reco-
mendar su control cuando se encuentren capturas promedio por trampa
semanales de mis de 50 individuos a partir de floración.

6. Aplicación del concentrado emulsionable a base de B. bassiana
en emergencia completa del cultivo. Debido a que durante esta etapa
del cultivo es cuando se ha detectado el mayor ingreso de adultos de
gusano blanco al cultivo, se recomienda el empleo del concentrado ernul-
sionable en dosis de seis litros por hectárea. Aplicación que se realiza
reconstituyendo el producto en agua y asperjándolo con bomba, lo que
facilita su distribución.

7. Evaluaciones fitosanitarias. Éstas se constituyen en una de la prin-
cipales labores de rutina en el cultivo, consisten en identificar los proble-
mas y niveles de insectos y de enfermedades que afectan al cultivo, per-
mitiendo tomar en forma oportuna decisiones de manejo.

8. Manejo de gota. El control de enfermedades en el cultivo, en es-
pecial de la gota, debe dirigirse a la implementación de inspecciones re-
gulares, en las que se identifica la presencia de patógenos, efectuando la
aplicación de productos preventivos y curativos de ser necesario, rotando
los ingredientes activos, teniendo en cuenta los períodos de descanso entre
aplicaciones de fungicidas y del insecticida microbiano, siendo estos de al
menos cinco días entre una y otra aplicación.

9. Deshierba. Dentro de los componentes culturales de manejo, la
deshierba en forma oportuna es una de las labores que cumple con la
remoción de material vegetal indeseable que pueda ejercer competen-
cia para el cultivo y convertirse en hospedero de plagas, además de
proporcionar condiciones de microclima, óptimas para el desarrollo de
patógenos.
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10. Aporque adecuado y oportuno. Dentro del manejo integrado
del cultivo, el aporque representa una herramienta valiosa en la protec-
ción de los tubérculos a la acción de plagas, es así como un aporque opor-
tuno que se efectúe preferiblemente de manera "apisonada", es decir
adicionando suficiente cantidad de suelo a la base de la planta, se consti-
tuye en una barrera física para algunos insectos y patógenos.

11. Utilización del concentrado emulsionable a base de B.
bassiana, en aporque y posaporque. Este producto es de fácil aplica-
ción, ya que se reconstituye en agua, formando una emulsión que se as-
perja con bomba. Éste permite una distribución homogénea del hongo en
el lote. Quince días después de realizar la aplicación de aporque se debe
realizar una última aplicación del insecticida microbiano que garantice la
permanencia del hongo en el suelo y su acción sobre estados inmaduros
y adultos de la plaga.

12. Cosecha oportuna. La cosecha oportuna de la producción, per-
mite evitar el daño que puedan causar plagas sobre los tubérculos fisioló-
gicamente maduros, que de permanecer por más tiempo en el suelo, es-
tán expuestos a la acción negativa de los mismos, afectando la calidad y
disminuyendo los rendimientos del cultivo.

13. Incorporar los insecticidas microbianos y las recomendacio-
nes para su uso en programas de manejo integrado del cultivo y transfe-
rir dicha tecnología a los agricultores utilizando la metodología de las es-
cuelas de campo de agricultores ECAs, las cuales han demostrado su efec-
tividad en la transferencia de metodologías a los productores mediante el
desarrollo de investigación participativa de manera continua.

Como se pudo observar a lo largo del documento, el desarrollo de un
insecticida microbiano seguro, eficaz y confiable demanda muchos es-
fuerzos, así como recursos humanos y económicos. Este insecticida mi-
crobiano se encuentra en etapa de desarrollo y por ende, aún se puede
someter a mejoras y estudios que proporcionen un conocimiento mayor
del mismo; como última reflexión y concientes que la búsqueda del cono-
cimiento aún continúa, se plantean algunos temas en los que se debe
trabajar con el fin de lograr el objetivo propuesto:
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• Realizar un estudio de estabilidad de los insecticidas microbianos se-
leccionados (granulado y concentrado ernulsionable) utilizando otros
sistemas de empaque corno recipientes plásticos y bolsas de Tetrafolci
de aluminio.

• Evaluar la compatibilidad de los insecticidas microbianos a base de
Beauveria bassiana con otras alternativas de control biológico de los
problemas fitosanitarios del cultivo de la papa como el insecticida mi-
crobiano a base de Trichoderma koningii para el control de la viruela

de la papa y el uso de Baculovirus phthorirnaea para protección de la
semilla de papa contra la polilla guatemalteca de la papa. De igual
forma, estudiar la compatibilidad con otras medidas de control de pla-
gas como el empleo de ferornonas y kairornonas.

• E\aluar la eficacia de los prototipos de insecticida microbiano en dife-
rentes zonas productoras de papa del país y en diferentes variedades
de papa.

• Estudiar el efecto de los sistemas de aplicación y los factores involu-
crados durante este proceso corno la presión estática, la presión hi-
dráulica y la temperatura, sobre las características microbiológicas

de Beariveria bassiana.
• Desarrollar estudios tendientes a evaluar el efecto de la aplicación del

insecticida biológico sobre procesos fisiológicos de la planta y en ge-
neral del cultivo.
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