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Control de calidad de
la actividad biolégica
contra insectos

Lissette Torres Torres

La evaluaciéon de la actividad biolégica es, quiza,
la herramienta mas importante en el control de
calidad durante el desarrollo y la produccién de un
bioplaguicida, la cual involucra la estandarizacion
de bioensayos para determinar su eficacia en condi-
ciones controladas teniendo en cuenta la definicion

de ciertos criterios.

Ademas de los controles de calidad microbioldgicos
y fisicoquimicos que se deben realizar durante las
diferentes etapas de desarrollo de un bioplaguicida
(incluidos los del producto terminado), se debe
evaluar su actividad bioldgica en condiciones contro-
ladas mediante el montaje de bioensayos. Debido al
gran numero de especies de insectos susceptibles a
varios agentes biologicos de control, las metodolo-
gias de evaluacion de su actividad varian considera-
blemente (Lacey, 2017). Por tal razén, estas se deben
disenar y estandarizar teniendo en cuenta varios
criterios que aseguran la precisién de cada prueba.
Estos incluyen los bioldgicos (Rasenberg, 2011), de
evaluacion, estadisticos y de aseguramiento de los
resultados.
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Criterios biologicos

Dentro de los criterios biologicos que se deben tener en cuenta en el control de calidad
de un bioplaguicida se encuentran varios aspectos relacionados con el insecto plaga
y con el agente de control biologico.

Con relacion al insecto plaga

Los insectos constituyen el grupo mas dominante de la tierra y han establecido una
relacion estrecha con el hombre. En algunos casos le han aportado importantes
beneficios al ser humano e, incluso, han ocacionado afecciones en su salud y grandes
pérdidas econémicas, como es el caso de las plagas con importancia agricola (Borror
etal., 1992).

Ante esta gran diversidad es necesario conocer los habitos de los insectos plaga, los
cuales se relacionan y se determinan por las caracteristicas de su aparato bucal en
diferentes etapas de desarrollo. Es asi como existen insectos con comportamiento
barrenador, los cuales penetran el apice de la planta y desarrollan su ciclo dentro
de esta de forma total o parcial. Tal es el caso de Diatraea saccharalis (Lepidoptera:
Crambidae), la plaga de mayor importancia econémica en el cultivo de la cana
de azucar. En estado larval, este insecto se alimenta dentro de los tallos y cons-
truye galerfas (Vargas & Gdémez, 2005). También existen los insectos de habitos
cortadores en estado larval, como el gusano cogollero del maiz Spodoptera frugi-
perda (Lepidoptera: Noctuidae) (Lopez-Avila, 1981) y el insecto polifago Erinnyis
ello (Lepidoptera: Sphingidae), conocido cominmente como “gusano cachén”
(Bellotti et al., 1989). Asimismo, se destacan insectos como Cerotoma tingomariana
(Coleoptera: Chrysomelidae), cuyos adultos se alimentan del follaje y vainas de la
soya y sus larvas de habitos rizéfagos afectan las raices y su nodulacion (Leén &
Guevara, 2006). Dentro de las plagas con habito perforador y minador, se destaca
el gusano cogollero del tomate Tuta absoluta (Lepidoptera: Gelechiidae). Las larvas
son capaces de comer todo el mesoéfilo de la hoja, dejan solo su epidermis; las gale-
rias son superficies mas o menos amplias donde a contraluz se puede observar la
larva. Adicionalmente, es capaz de perforar el tallo y generar dafios en brotes, sobre
todo en las inserciones de las hojas o pedtnculos y en aquellos mas tiernos. Los
frutos pueden ser afectados desde el momento en que comienza el cuajado, antes de
la maduracién (Hurtado, 2012). Algunos ejemplos de insectos con habito chupador
son las moscas blancas Bemisia tabaci y Trialeurodes vaporariorum (Hemiptera:
Aleyrodidae). Estos insectos fitofagos afectan diferentes especies de plantas, entre
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ellas, herbaceas, arbustos, arboles, plantas silvestres y cultivos de importancia econé-
mica. En ocasiones estos insectos se convierten en un serio problema debido a dafios
directos que ocasionan cuando sus ninfas succionan la savia y se convierten en
transmisores de virus. También causan dafios indirectos por la excrecion de sustan-
cias azucaradas, que ocasiona la formacion de fumagina en las hojas (Carapia-Ruiz
& Castillo-Gutiérrez, 2013) (figura 4.1).

Fotos: Carlos Espinel Correal y Lissctte Torres Torres

Figura 4.1. Habitos de insectos plaga. a. S. frugiperda, insecto cortador; b. Tuta absoluta, insecto
perforador y minador; c. T. vaporariorum, insecto chupador.

Ademds de la identificacién de los habitos del insecto a controlar, es necesario
conocer su ciclo de vida, identificar cada estado de desarrollo, su duracién y las
condiciones medioambientales requeridas. La metamorfosis es un proceso de trans-
formacion que ocurre en los insectos durante su desarrollo hasta llegar al estado
adulto. Existen insectos que tienen una metamorfosis completa (holometabolos), los
cuales pasan por los estados de larva, pupa y adulto. Las larvas de diferente estadio
usualmente son iguales en forma, pero difieren en tamafo; no tienen ojos, pueden
0 no tener patas toracicas y presentan apéndices bucales masticadores. Las alas,
cuando estan presentes en los adultos, se desarrollan internamente durante el estado
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larval y no emergen sino hasta el final de este estado para transformarse en pupa,
donde el insecto no se alimenta y permanece inactivo hasta convertirse en adulto.
Algunos ejemplos de esta clase de insectos son los lepiddpteros y los coledpteros.
Por otra parte, existen los insectos con metamorfosis incompleta (hemimetabolos),
cuyos estados juveniles o iniciales se denominan ninfas y usualmente son muy simi-
lares a los adultos, como es el caso de las moscas blancas y de los ortdpteros (Borror
etal., 1992) (figura 4.2).
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Figura 4.2. Ciclos de vida de los insectos de acuerdo al tipo de metamorfosis. a. Ciclo
de vida de un insecto holometabolo; b. Ciclo de vida de un insecto hemimetabolo.

Fuente: Elaboracion propia
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Una vez se conozca el ciclo de vida del insecto plaga a controlar, sus estados de desa-
rrollo y su impacto en un cultivo especifico, es necesario identificar y definir aquel o
aquellos mas susceptibles al agente bioldgico de control (hongos, bacterias o virus)
a evaluar. Para ello es necesario tener en cuenta los reportes bibliograficos, asi como
las observaciones que se hagan en campo o durante el proceso experimental.

Los grupos de hongos mas importantes usados para el control de plagas son los
pertenecientes a la division Entomophthoromycota y al orden Hypocreales. A este
ultimo grupo pertenecen los géneros Lecanicillium, Aschersonia, Beauveria, Isaria'y
Metarhizium. Dichos géneros afectan diferentes insectos como hemipteros, coledp-
teros, lepidopteros, ortdpteros, formicidos y dipteros en diferentes estados de desa-
rrollo (Lacey, 2017; Marin-Cruz et al., 2017; Malarvannan et al., 2010). Dentro de las
bacterias entomopatdgenas se destacan el bacilo grampositivo formador de esporas
Bacillus thuringiensis (Bacillales: Bacillaceae), utilizado para el control de lepidép-
teros y dipteros y el bacilo gramnegativo no formador de esporas Serratia entomo-
phila (Enterobacteriales: Enterobacteriaceae), utilizado para el control del cole6ptero
Costelytra zealandica (Coleoptera: Scarabaeidae) (Lacey, 2017). Con respecto a los
virus entomopatégenos, se encuentran las familias Ascoviridae, Iridoviridae y
Baculoviridae. Esta ultima es la mas numerosa y ampliamente estudiada, con casos
exitosos en el control de lepidépteros, dipteros e himendpteros (Robernann, 2011,
citado por Villamizar et al., 2018).

Otro aspecto muy importante que se debe tener en cuenta para la evaluacion de la
actividad biolégica de agentes de control, es la facilidad en la consecuciéon de los
insectos blanco en los estados de desarrollo, tiempos, cantidades y frecuencias reque-
ridas. Estos pueden provenir directamente de campo o de crias masivas mantenidas
bajo condiciones controladas. En el primer caso, es necesario mantener a los insectos
recolectados bajo condiciones de cuarentena minimo una semana antes del montaje
de los bioensayos. De esta manera se garantiza en cierta medida que estos estén libres
de patogenos y enfermedades, con lo cual se reduce el riesgo de obtener resultados
poco confiables. Por otra parte, la cria masiva de insectos ofrece grandes ventajas, no
solo garantiza que estos estén sanos, sino que presenten homogeneidad en sus carac-
teristicas morfologicas, fisioldgicas y nutricionales; lo cual es ideal en procesos de
investigacion y analisis rutinarios de control de calidad (Jenkins & Grzywacz, 2000).
Sin embargo, cuando la consecucién de los insectos blanco es una limitante debido
a la dificultad en su recoleccion en campo o en el establecimiento de crias, se deben
disenar y estandarizar metodologias que incluyan el uso de insectos alternos. Estos
deben tener ciclos cortos de desarrollo (Cohen, 2004), deben ser de facil colecta, se
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deben desarrollar en dietas artificiales y las condiciones ambientales para su desa-
rrollo y reproduccién deben ser manejables (Portilla & Street, 2006; Cohen, 2004).
Adicionalmente, deben ser susceptibles al agente biocontrolador en cuestion (Sewify
et al., 2014).

Por citar un ejemplo, Cerotoma tingomariana es un insecto plaga de gran impacto
econémico en el cultivo de soya. Ante esta problematica, el hongo Beauveria bassiana
(Ascomycota: Cordycipitaceae) se ha convertido en un candidato promisorio para su
control. Sin embargo, debido a que esta plaga estd muy asociada al cultivo de soya,
el cual es de caracter rotacional (Valencia & Ligarreto, 2010), no se puede garan-
tizar su consecucion permanente y suficiente en los momentos requeridos. Ademas,
debido a que no hay una dieta artificial disponible para esta especie de crisomélido
que permita su establecimiento en condiciones controladas, para AGROSAVIA surgio
la necesidad de evaluar este agente de control sobre insectos alternos, por lo cual se
seleccion6 a Chloridea virescens (Lepidoptera: Noctuidae) (Torres et al., 2020).

Con relacion al agente de control
Mecanismos de accion

Los mecanismos de accion del agente de control dependen de su naturaleza, es asi
como los hongos entomopatdgenos actian por contacto con su hospedero, mientras
que los virus y las bacterias actiian luego de su ingestion.

La infeccién natural de un hongo entomopatdgeno comienza cuando este entra en
contacto con el insecto al transitar por sustratos colonizados. Posteriormente, las
unidades infectivas (conidios) se adhieren a la superficie de la cuticula del insecto.
Estas germinan y producen el tubo germinal, en cuyo extremo se forma el apresorio.
Mediante presion fisicay produccion de enzimas, este penetra la cuticula del insecto
a través de sus orificios naturales como las partes bucales, las membranas interseg-
mentales, los espiraculos o los sitios donde exista una alta humedad (Ferron, 1978).
Una vez el hongo llega a la hemolinfa del insecto, los cuerpos hifales producen blas-
tosporas para colonizar al hospedero y aprovechar sus nutrientes. Adicionalmente,
secretan proteinas y metabolitos secundarios para evadir la respuesta inmune del
insecto, hasta que este muere por la combinacién de tres factores: el daflo meca-
nico, la desnutricion y la acciéon de metabolitos secundarios o toxinas (Gillespie &
Claydon, 1989). El hongo termina por colonizar el insecto, posteriormente las hifas
emergen de este y se forman células conidiégenas que producen la esporulacion
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sobre el hospedero si las condiciones son favorables. De esta manera, el hongo se
disemina y permite la posterior infeccion de otros individuos (Alatorre-Rosas, 2007;
Kachatourians, 1991) (figura 4.3).

L( MUERTE ——> ESPORULACION —> TRANSMISION HORIZONTAL )—/

Figura 4.3. Esquema del mecanismo de accién de un hongo entomopatdgeno.

Fuente: Grupo de Control Biologico de Insectos de AGROSAVIA

Dentro de los virus patégenos de insectos se destaca la familia Baculoviridae,
que se caracteriza por tener una molécula de ADN circular envuelta en una capa
de proteinas llamada nucleocapside, que junto con otros componentes proteicos
forman el virién (particula infectiva). Los viriones tienen forma de bastén y estan
inmersos en una matriz proteica que forma el cuerpo de inclusion (c1) (Erlandson,
2009). Estos ultimos pueden ser de forma poliédrica o irregular y estan constituidos
por una matriz proteica de poliedrina, principalmente. Asimismo, poseen multiples
viriones que, a su vez, pueden contener una o varias nucleocapsides como los
Nucleopoliedrovirus. Por otra parte, los Granulovirus se caracterizan por su forma
granular y los cuerpos de inclusiéon pequenos, constituidos por una proteina mayo-
ritaria denominada granulina (Caballero et al., 2001) (figura 4.4).
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Figura 4.4. Estructura de un nucleopoliedrovirus y un granulovirus.

Fuente: Elaboracion propia con base en Barrera (2013)

El ciclo de infeccion de los baculovirus inicia cuando los cuerpos de inclusién son
consumidos por las larvas del insecto blanco. Posteriormente, estos se disuelven en el
intestino medio del insecto debido a su pH alcalino, donde se solubilizan las proteinas
y se liberan los viriones que atraviesan la membrana peritréfica del intestino. Estos
se fusionan con las microvellosidades de las células epiteliales e ingresan posterior-
mente a las células, donde liberan sus nucleocépsides (infeccion primaria), las cuales
se dirigen hacia el nticleo donde se produce la transcripcion genética y originan una
nueva progenie viral (Rohrmann, 2013; Caballero et al., 2001). Las nuevas nucleo-
capsides atraviesan la membrana celular y adquieren de esta una envoltura, para
luego brotar al exterior de la célula en forma de viriones brotados (infecciéon secun-
daria). Estos viriones circulan por la hemolinfa e infectan otros tejidos y érganos.
Hacia el final de la infeccion, se da la oclusion o encapsulacion de las nucleocap-
sides en una matriz proteica de poliedrina o granulina para formar nuevamente los
cuerpos de inclusion. Finalmente, la larva muere y se puede presentar la ruptura de
su tegumento, con lo cual se liberan los cuerpos de inclusién e inicia un nuevo ciclo
de infeccién (Rohrmann, 2013; Villamizar, 2018) (figura 4.5).

Fotos: Gloria Barrera Cubillos
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Figura 4.5. Ciclo de infeccion de los baculovirus.

Fuente: Elaboracion propia con base en Espinel-Correal (2010)

Dentro de las bacterias entomopatdgenas, se destacan las grampositivas, las cuales
tienen la capacidad de formar esporas de resistencia frente a condiciones adversas.
Adicionalmente, son capaces de producir toxinas que destruyen el epitelio intestinal
para favorecer el paso de la bacteria a la hemolinfa, donde se divide y esporula, lo
cual provoca septicemia y la muerte del insecto. Tal es el caso de Bacillus thurin-
giensis (Bacillaceae: Bacillus), cuyas cepas, en su gran mayoria, son capaces de
producir cristales proteicos parasporales. Estos estdn compuestos por una o varias
toxinas (8 endotoxinas como las toxinas Cry y las Cyf) que tienen efecto letal sobre
lepidopteros, dipteros y coledpteros, asi como sobre dcaros, nematodos y protozoos
(Jisha et al., 2013).

El mecanismo de accién inicia cuando el insecto ingiere el cristal, cuyas toxinas Cry
se expresan como protoxinas. Posteriormente, estas se someten a un proceso proteo-
litico en el intestino del insecto debido a sus condiciones alcalinas, lo cual produce
la liberacion de la toxina activada. Se ha reportado que tanto las protoxinas como
las toxinas activas, son capaces de interactuar con los receptores intestinales de la
membrana apical del epitelio del intestino medio, asunto que favorece el proceso
de oligomerizacién y la formacién de poros (Soberon et al., 2016). Finalmente, se
genera la muerte celular por una interaccion entre el flujo de iones de la toxina Cry
y el agua (impacto osmético) (Endo et al., citado por Grijalba et al., 2018). La muerte
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de las células del intestino produce una desintegracion del epitelio, lo cual permite la
entrada de las bacterias a la hemolinfa y causa la muerte del insecto por septicemia
(Raymond et al., citado por Grijalba, 2018) (figura 4.6).
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Figura 4.6. Ciclo de infeccién de Bacillus thuringiensis.
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Estructuras de infeccién y su formulacion

El desarrollo de un micoplaguicida involucra la producciéon masiva y la formula-
cién de propagulos infectivos que pueden incluir conidios, blastosporas, micelio
y microesclerocios, cuya seleccion debe tener en cuenta diferentes factores. Estos
involucran el uso que se tiene proyectado del indculo en cuestion, su virulencia,
su tolerancia a la desecacion, su tolerancia térmica, su velocidad de germinacion
e infeccidn, su estabilidad a las condiciones ambientales, su reproduccion y tole-
rancia a los rayos UV, asi como otros factores inherentes al hongo seleccionado que lo
produce, como es el caso de su estabilidad genética (Lacey, 2017).

Los conidios aéreos son producidos principalmente en sustratos solidos de fermen-
tacion, donde se da una colonizacion fungica sobre un sustrato nutritivo sélido y
estéril (Lopez-Pérez et al., 2015). Este, generalmente, esta constituido por granos de
cereales (arroz, cebada, centeno, trigo, maiz) que favorecen el crecimiento vegetativo
y la esporulacion del hongo. Otro tipo de fermentacion es la liquida, la cual incluye
dos categorias: la fermentacion liquida sumergida, en la cual el hongo se sumerge en
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un medio liquido aireado con agitacion constante para la obtencion de blastosporas,
conidos sumergidos (formados por conidiacién microciclica a partir de blastos-
poras) y microesclerocios. Por otra parte, esta la fermentacion liquida estacionaria,
de la cual se obtienen el micelio y los conidios aéreos (Lacey, 2017).

Las formulaciones de bioplaguicidas deben cumplir con una serie de requisitos que
garanticen su eficacia. Los propagulos infectivos deben mantenerse inactivos pero
vivos durante su almacenamiento antes de su uso y luego de su aplicacion sobre el
sustrato tratado (suelo, material vegetal e infraestructura). Estos deben suspenderse
facilmente en un vehiculo principalmente acuoso y su comportamiento y actividad
no deben afectarse por los adyuvantes (excipientes de formulacion) ni por las condi-
ciones ambientales a las cuales estan expuestos (Lacey, 2017).

Los propagulos fungicos deben ser incorporados dentro de la formulacion con agentes
humectantes y de suspension, dispersantes, antiespumantes, emulsificantes y asper-
jantes. Teniendo en cuenta el uso del bioplaguicida, se pueden desarrollar formu-
laciones acuosas, oleosas como las suspensiones emulsificables (op) o sélidas que
incluyen granulados (G), granulados dispersables en agua (WDG), polvos de contacto
(cp), polvos humectables (wp), cebos y espumas (Lacey, 2017) (ver capitulo 2).

La produccién masiva de baculovirus se realiza in vivo, principalmente, infectando
de manera artificial el insecto blanco y posteriormente aislando y purificando los
cuerpos de inclusion para su formulacion. Otra metodologia alterna de produccion
es el uso de lineas celulares especificas de insectos, la cual es costosa, riesgosa y
no siempre exitosa (Lacey, 2012). La mayoria de los bioplaguicidas a base de bacu-
lovirus son formulaciones liquidas constituidas como suspensiones concentradas.
Sin embargo, las formulaciones sélidas pueden ser aplicadas en seco como polvos o
pueden ser asperjadas en agua como polvos humectables o granulados. La aplicacién
de polvo es poco comun y se usa, generalmente, para la aplicacién en postcosecha o
en productos almacenados; tal es el caso del granulovirus de Phthorimaea operculella
PhopGV para el control de la polilla guatemalteca Tecia solanivora (Lepidoptera:
Gelechiidae) (Lacey, 2017; Gomez et al., 2009).

Asimismo, la produccion de bacterias entomopatdgenas también puede realizarse in
vivo, mediante la inoculacion de insectos sanos. Tal es el caso del bacilo Paenibacillus
popilliae (Bacillales: Paenibacillaceae) para el control del escarabajo japonés Popillia
japonica (Coleoptera: Ritelidae), en el cual larvas sanas son inyectadas con una
suspension del patégeno para la posterior obtencion de esporas (Fleming, 1968;
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citado por Lacey, 2017). Adicionalmente, también se pueden obtener propagulos
bacterianos (expresados como numero de UFC o concentracion de esporas o cris-
tales) mediante su produccion sobre sustratos solidos de fermentacion o fermenta-
cion liquida. Este ultimo es el método de produccién masiva mas comun de bacterias
para el desarrollo de bioplaguicidas (Lacey, 2017).

Concentracion de aplicacion

Para el control de calidad de la actividad bioldgica de un agente microbiano (morta-
lidad), es necesario tener en cuenta la concentracion de la aplicacion recomendada
por el fabricante. Esta se determina con antelacion mediante estudios de la concen-
tracion y el tiempo letal medio, principalmente (CL, y TL, ).

Las concentraciones de los bioplaguicidas, generalmente, se expresan como estruc-
turas de infecciéon (conidos, esporas, blastosporas, células, cuerpos de inclusion,
entre otros) por unidad de masa (gramo o kilogramo) o de volumen (mililitro o
litro). Es asi como a partir de la concentracion del producto se debe ajustar la concen-
tracion de la aplicacion recomendada mediante la realizacion de diluciones seriadas
utilizando diferentes diluyentes como agua, fosfato tampon, solucion salina o Tween
(Lacey, 2012).

Generalmente, se realizan diluciones decimales (1/10). Para ello se afade 1 mlo 1 g
de la muestra (bioplaguicida) a 9 ml de diluyente (ecuacion 4.1) (ver capitulo 1).

Iml o g delamuestra

1
Dilucion— =

10ml de dilucion L0 107
10 1mlogdelamuestra+9mldediluyente 10

Ecuacion 4.1. Calculo de la dilucion 1/10 (Arana et al., s. f.)

Criterios de evaluacion

Una vez reconocidos los criterios bioldgicos mencionados anteriormente, es nece-
sario definir las condiciones en las cuales se va a realizar el bioensayo de evaluacion
de la actividad bioldgica del bioplaguicida, las cuales incluyen las condiciones fisicas
y ambientales, los sistemas de aplicacion, el montaje de la unidad experimental, la
identificacion de los sintomas y signos de infeccion y los materiales de referencia.
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Condiciones fisicas y ambientales

Dependiendo de las caracteristicas del ensayo, asi como de los componentes a
evaluar en el control de calidad del bioplaguicida en cuestion, este se puede realizar
en condiciones de laboratorio o bajo condiciones de invernadero. En ambos casos, se
deben controlar las condiciones que puedan influir negativamente en los resultados
e identificar con antelacion los riesgos potenciales.

Dentro de las condiciones que requieren especial control estan la temperatura, la
humedad o el fotoperiodo, las cuales se deben ajustar de manera previa al montaje
del bioensayo. Posteriormente, se debe hacer su seguimiento durante todo el tiempo
que dure la evaluacion mediante el registro diario minimo en la mafana y en la tarde
de tales condiciones.

La definicion de los rangos para cada una de las condiciones ambientales requeridas
dependerd de lo reportado en la literatura y de las observaciones experimentales
realizadas durante el proceso de estandarizacion de la metodologia. Adicionalmente,
el cumplimiento de los rangos establecidos determinara la aceptacion o el rechazo de
la evaluaciodn, en caso de considerarse criticos.

Sistemas de aplicacion

Existen dos sistemas de aplicacion del agente de control sobre el insecto blanco:
el directo y el indirecto. En el primero, la aplicacion se realiza sobre o dentro del
insecto y en el segundo sobre el sustrato de alimentacion.

La aplicacion directa se puede realizar mediante la aspersion de una suspension del
agente de control sobre el insecto a la concentracién indicada, mediante un atomi-
zador, aerégrafo o nebulizador. En este caso es necesario establecer con antelacion
la distancia, la presion (si aplica), el volumen y la cobertura de la aplicacion para
garantizar que esta sea suficiente, homogénea y no afecte negativamente al insecto o
incluso su alimento (figura 4.7).
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Figura 4.7. Aplicacion directa por aspersion del agente de control sobre el insecto blanco. a. Aspersion
con atomizador de Beauveria bassiana (Ascomycota: Cordycipitaceae) sobre adultos de Cerotoma tingo-
mariana (Coleoptera: Chrysomelidae); b. Aspersion con aerdgrafo de Lecanicillium lecanii (Ascomycota:
Cordycipitaceae) sobre ninfas de Trialeurodes vaporariorum (Hemiptera: Aleyrodidae).

Por otra parte, esta la aplicacion por inmersion, en la cual y, como su nombre lo
indica, el insecto se sumerge en un volumen especifico de la suspension del agente de
control por un tiempo determinado, de tal manera que se garantice la adherencia de
los propagulos infectivos al cuerpo del insecto tratado, asi como la supervivencia de
éste luego de su inmersion. En este tipo de aplicacion, se debe definir con precision
el estado de desarrollo indicado, de tal forma que sea susceptible al agente de control
pero no al método de aplicacion (figura 4.8).

Otra forma de aplicacion directa es la que se hace de manera topica sobre una parte
especifica del cuerpo del insecto. Tal es el caso de la metodologia reportada por
Espinel-Correal et al. (1998) para evaluar la actividad biocontroladora de M. anisopliae
sobre ninfas y adultos de la langosta llanera Rhammatocerus schistocercoides (Rehn)
(Orthoptera: Acrididae), en la cual se aplican 20 pul de una suspension del hongo ento-
mopatogeno sobre el pronoto del insecto con una micropipeta (figura 4.9).

Fotos: Fotos: Lissette Torres Torres
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Fotos: Fotos: Lissetce Torres Torres

Figura 4.8. Aplicacion directa por inmersion de larvas de Diatraea saccharalis
de seis dias de edad en una suspension de conidios de Metarhizium anisopliae
(Ascomycota: Clavicipitaceae).

Foro: Carlos Espinel Correal

Figura 4.9. Aplicacion M. anisopliae sobre el pronoto
de una ninfa de R. schistocercoides.
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Una forma directa de evaluar la actividad biologica de virus entomopatdgenos es
mediante su ingestion. Segun reportes de diferentes autores, una suspension viral
se puede mezclar con una solucién de sacarosa y colorante azul de alimentos; de
esta manera es posible evidenciar de manera visual la ingestion del virus debido a
la pigmentacion que adquiere la larva luego de beberla. Un ejemplo de esta metodo-
logia es la reportada por Hughes & Wood (1980), cuando evaluaron tres aislamientos
del nucleopoliedrovirus de Autographa californica y uno del nucleopoliedrovirus de
Heliothis zea sobre larvas de Trichoplusia ni (Lepidoptera: Noctuidae) y Helicoverpa
zea (Lepidoptera: Noctuidae). Por otra parte, Gomez et al. (2010) utilizaron esta
misma metodologia para evaluar el nucleopoliedrovirus de Spodoptera frugiperda
(SEINPV) sobre larvas neonatas de Spodoptera frugiperda (figura 4.10).

Foto: Carlos Espinel Correal

Figura 4.10. Ingestion de la suspension viral de una larva neonata de S. frugiperda.

La inyeccién directa del agente de control dentro del cuerpo del insecto es otra
forma de aplicacién que, si bien no es muy usada en el control de calidad rutinario
de agentes bioldgicos de control, se lleva a cabo en la produccién masiva, especial-
mente de bacterias entomopatdgenas. Dutky (1942) citado por Koppenhofer et al.
(2012), reportd un método en el cual una suspension de esporas del bacilo P. popilliae
de concentracién conocida, es inyectada en larvas de P. japonica. Para ello se usa
una jeringa hipodérmica con una aguja de calibre 27-30, acoplada a un sistema de
microinyecciéon manual o motorizado, que inyecta la suspension en la regién dorsal
del insecto entre el segundo y tercer segmento abdominal posterior. Se debe prestar
especial atencion a que la aguja entre horizontalmente para evitar perforar el intes-

tino (figura 4.11).
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Figura 4.11. Aplicacion del agente de control por inyeccion directa.

Fuente: Elaboracion propia

Por otra parte, esta misma metodologia de aplicacién se ha utilizado como alter-
nativa a los cultivos celulares de insectos en biorreactores para producir proteinas
recombinantes a partir de larvas infectadas con vectores derivados de nucleopo-
liedrovirus multiples. Tal es el caso del nucleopoliedrovirus de Autographa cali-
fornica (AcMNPV) sobre Trichoplusia ni, cuyas larvas pueden ser inyectadas con
vectores de baculovirus negativos a la poliedrina (Polh -) debido a la falta de la infec-
tividad oral de estos virus (Guijarro-Pardo et al., 2017).

La aplicacién indirecta del agente de control generalmente se hace asperjando una
suspension o espolvoreando una formulacion sélida (especialmente polvos) de este
sobre el sustrato de alimentacion, que puede ser dieta natural o artificial. Por citar
algunos casos, estd la aspersion con atomizador de suspensiones virales sobre hojas
de yuca para evaluar la actividad biocontroladora de un granulovirus sobre larvas
del gusano cachon E. ello (Barrera et al. 2014). Asi como también la aspersion con
nebulizador del granulovirus de Phthorimaea operculella (PhopGV) sobre hojas
de tomate Solanum lycopersicum (Solanales: Solanaceae) para evaluar su actividad
bioldgica sobre larvas de T. absoluta (Gémez et al., 2017) (figura 4.12).
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Taparrosca
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Nebulizador

Figura 4.12. Aplicacion por aspersion de un agente bioldgico. a. Equipo de nebulizacion para la apli-
cacion suspensiones a base de baculovirus; b. Aspersion del Granulovirus de Phthorimaea operculella
PhopGYV sobre hojas de tomate.

Un método para pulverizaciones de precisién de suspensiones de agentes de control
consiste en la utilizacién de la torre de Potter, la cual garantiza una aplicacién homo-
génea y constante por intervalos especificos de tiempo. Este mismo método también
se usa en la aplicacion directa sobre el insecto o sobre lotes de estos (Paramasivam
& Selvi, 2017).

Por otra parte, la aplicacion de productos soélidos sobre el sustrato de alimenta-
cion usualmente se realiza de manera directa, a través del espolvoreo y la poste-
rior mezcla hasta evidenciar su adherencia al sustrato. Un ejemplo, es la aplicacion
del bioplaguicida formulado como polvo a base del granulovirus de Phthorimaea
operculella (PhopGV) para el control de la polilla guatemalteca Tecia solanivora. El
bioplaguicida se aplica sobre tubérculos de papa almacenados como semilla (figura
4.13). Segun la metodologia reportada por Cuartas et al. (2009), se pesaron tres
tubérculos de papa criolla, Solanum phureja (Solanales: Solanaceae) y se ubicaron
en una bolsa plastica que contenia el producto formulado segtin la dosis comercial
(5 g de bioplguicida/kg de papa; producto a base de baculovirus con Registro ICA
No. 5416). Posteriormente, las bolsas se cerraron y se agitaron hasta que los tubér-
culos quedaron cubiertos con el producto. Cada tubérculo se ubicé de manera indi-
vidual dentro de un recipiente y se infesté con 15 larvas neonatas de T. solanivora.
Transcurridos 20 dias se determind su mortalidad.

Foto: Carlos Espinel Correal
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Figura 4.13. Tubérculos de papa - semilla. a. Tubérculos de papa sin inocular; b. Tubérculos de papa
inoculados con el producto a base del granulovirus de Phthorimaea operculella (PhopGV) para el
control de la polilla guatemalteca Tecia solanivora.

Montaje de la unidad experimental

La unidad experimental es la unidad sobre la cual se aplica un tratamiento (Lacey,
2012). En el caso particular de los bioensayos en los cuales se pretende determinar la
actividad bioldgica de un agente de control, la unidad experimental corresponde al
individuo o grupo de individuos sometidos o no (en el caso del tratamiento corres-
pondiente al testigo absoluto) a una intervenciéon de manera planeada para evaluar

posteriormente su respuesta.

En el momento de establecer la unidad experimental en la realizacion de un bioen-
sayo, se deben definir con antelaciéon los tratamientos a evaluar, el nimero de
réplicas e individuos, el sistema de confinamiento (recipientes, materas, jaulas, entre
otros), asi como el sustrato de alimentacién y demas requerimientos para garantizar
la supervivencia de los individuos del testigo absoluto durante el tiempo que dure la
evaluacion (ejemplos 1y 2).

Forto: Carlos Eipmcl Correal



162 Plaguicidas microbianos: control y aseguramiento de calidad

Ejemplo 1

En un bioensayo para determinar la actividad biocontroladora de un producto a base
de B. bassiana sobre D. saccharalis, se inoculan larvas de seis dias de edad mediante
inmersién durante 20 segundos en una suspensién del hongo a la concentracion
de 1 x 107 conidos.ml". Posteriormente, estas se ubican de manera individual en
recipientes plasticos de 0,5 oz con tapa, los cuales contienen un trozo de papel y un
grano de maiz tierno para su alimentacion (unidad experimental). Se evaltan tres
réplicas por tratamiento, incluido un tratamiento control (testigo absoluto) en el cual
las larvas no se someten a ninguna inmersién. Cada réplica esta conformada por 15
unidades experimentales (figura 4.14).

Diatraea saccharalis

(Larvas de seis dias) Dos tratamientos:

¢ Testigo absoluto

¢ Evaluacién del agente de control
Tres réplicas / Tratamiento

Réplica: 15 unidades experimentales

Unidad experimental
Una larva (inoculada/no inoculada)
Recipiente plastico de 0,5 onzas con un individuo
Inmersién/20 segundos Grano de maiz tierno
Trozo de papel

B. bassiana
Concentracién: 1x 107 conidios.ml*

Figura 4.14. Montaje de la unidad experimental de un ensayo de evaluacion de la
actividad biocontroladora de B. bassiana sobre D. saccharalis.

TEQSHPJ m_NTC—.» ion —U—.va_.b
Ejemplo 2

En un bioensayo para determinar la actividad biocontroladora de un producto a
base de Metarhizium anisopliae sobre Rhammatocerus schistocercoides, se inoculan
ninfas mediante aplicacion tépica de 20 pl de una suspension del hongo a la concen-
tracion de 1 x 107 conidos.ml” entre el pronoto y el primer tergo. Posteriormente,
se ubican 15 insectos inoculados dentro de una jaula, la cual dispone de un plato
plastico con 30 g de algodon humedecido con agua y dos vasos plasticos, cada uno
con 165 g de pasto kikuyo y agua para mantenerlo fresco (unidad experimental).

Fotos: Lissette Torres Torres
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Se evaluan tres réplicas por tratamiento, incluido un tratamiento control (testigo
absoluto). Cada réplica o unidad experimental, en este caso, esta conformada por 15
individuos (figura 4.15).

Dos tratamientos:

* Testigo absoluto

e Evaluacion del agente de
control

Tres réplicas / Tratamiento

Réplica o unidad experimental:

Una jaula con 15 ninfas

Rhammatocerus schistocercoides
(Ninfas de quinto instar)

Unidad experimental
15 ninfas (inoculadas/no inoculadas)
Jaula entomoldgica
Vasos con pasto kikuyo
Plato con algoddén humedecido

Aplicacion tépica (20 pl)

M. anisopliae
Concentracién: 1x 107 conidios.ml*

Figura 4.15. Montaje de la unidad experimental de un ensayo de evaluacion de la
actividad biocontroladora de M. anisopliae sobre R. schistocercoides.

FUCI]ECZ EI'&IJO]'&CIOI] p]'Opii\
Identificacidon de sintomas y signos de infecciéon

De manera general, los sintomas ocasionados por la infeccién de hongos, bacterias
y virus entomopatdgenos son similares y estan asociados con el cese de la inges-
tién, disminucion en el tamano y peso de los insectos infectados con respecto a los
sanos, disfuncion en el intestino y el tejido muscular generando vémito y diarrea,
paralisis celular que puede ser general en todo el cuerpo y la muerte (Aronson et
al., 1986; Caballero et al., 2001; Kachatourians, 1991; Lacey, 2012). Sin embargo, los
signos pueden cambiar dependiendo del agente de control, por ejemplo, los insectos
muertos por hongos entomopatdgenos pueden presentar crecimiento micelial y
esporulacion si las condiciones ambientales son favorables. Las hifas emergen del
insecto y ocurre la esporulacion sobre su superficie, lo cual contribuye a la disemina-
cion del hongo y a la posterior infeccién de otros individuos (Alatorre-Rosas, 2007)
(figura 4.16).

Fotos: Carlos Espinel Correal
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rlos Espinel Correal y Lissctee Torres Torres
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Figura 4.16. Infecciones caracteristicas de hongos entomopatdgenos. a. B. bassiana sobre
larva de D. saccharalis; b. B. bassiana sobre Gonipterus platensis (Coleoptera: Curculionidae);
c. M. anisopliae sobre ninfa de R. schistocercoides; d. L. lecanii sobre ninfa de T. vaporariorum.

En el caso de B. thuringiensis, es posible observar la melanizacion defensiva a nivel
del mesenterdn, que aparece ahi para tratar de contrarrestar la invasion de las bacte-
rias presentes en el intestino del insecto. Este es el caso del gusano cuerno del tabaco
Manduca sexta (Lepidoptera: Bombycoidea) (en larvas de primer estadio de desa-
rrollo) (Grijalba et al., 2018). Por otra parte, cadaveres de insectos infectados con la
bacteria gramnegativa Serratia marcescens (Enterobacteriales: Enterobacteriaceae),
se caracterizan por presentar una coloracion rojiza debido a la producciéon del
pigmento denominado prodigiosina (Ruiz-Sdnchez et al., 2003). Precisamente, los
primeros registros de Serratia sp. como patégeno de insectos se realizaron a partir
de cadaveres de gusanos de seda Bombyx mori (Lepidoptera: Bombycidae) que
tenfan una coloracion de estas caracteristicas (Steinhaus, 1941; citado por Grijalba
et al., 2018).
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Con respecto a los insectos infectados con baculovirus, se evidencian cambios en la
coloracion del tegumento y licuefaccion de los tejidos, cuyos cuerpos se convierten
en bolsas llenas de virus. Tal es el caso del granulovirus de las larvas del gusano
cachon de yuca, Erinnyis ello (EeGV), plaga con amplia distribucion en zonas tropi-
cales y subtropicales. Esta plaga afecta a plantas con importancia econémica como
el tomate, el caucho, la yuca, el tabaco, la papaya y el algodén (Pratissoli et al., 2002
citado por Villamizar et al., 2018) (figura 4.17).

Foto: Grupo de Investigacion Control Biologico de AGROSAVIA

Figura 4.17. Larva de E. ello infectada por el granulovirus de Erinnyis ello EeGV.

Larvas de T. solanivora infectadas con el granulovirus de Phthorimaea operculella
(PhopGV) presentan una coloracion blanca y pérdida de turgencia corporal debido
a la desintegracion de tejidos y 6rganos (Caballero et al., 2001; Quiroga et al., 2011)
(figura 4.18).
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Foro: Carlos Espinel Correal

Figura 4.18. Larvas de T. solanivora de tercer instar, sana e infecta-
das con el granulovirus de Phthorimaea operculella (PhopGV).

Por otra parte, larvas de T. absoluta infectadas con el granulovirus de Phthorimaea
operculella (PhopGV) presentan cambio en el color del tegumento de verde a blanco
brillante o amarillo, con marcacién de los segmentos corporales. Las pupas presentan
deformaciones y pérdida de turgencia (Goémez et al., 2017) (figura 4.19).

Fotos: Carlos tspmd Correal Y Lissctte Torres Torres

Figura 4.19. Diferencias entre larvas de T. absoluta sanas e infectadas
por baculovirus. a y b. Sintomatologia de larvas infectadas; c. Larva sana.
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Material de referencia

Una estrategia para el aseguramiento en la calidad de los bioensayos es la evaluacion
adicional de un material de referencia. Este corresponde al agente de control biolo-
gico con el cual se establece y estandariza el protocolo de evaluacion de su actividad
contra un insecto blanco o un insecto alterno. Cuando se requiere analizar una
muestra (bioplaguicida o principio activo sin formular) es necesario evaluar como
control positivo el material de referencia, al mismo tiempo y en las mismas condi-
ciones. De esta manera su comportamiento y los datos de mortalidad obtenidos se
convierten en un parametro de aceptacion o rechazo del bioensayo de evaluacion.

El material de referencia debe estar debidamente identificado y caracterizado,
incluidos los aspectos de tipo morfoldgico, biologico, bioquimico, genético y mole-
cular. Por otra parte y para garantizar la preservacion de todas estas caracteristicas
en el tiempo (incluso su potencial biocontrolador), se debe mantener una coleccion
suficiente y debidamente conservada. Para ello se pueden implementar métodos de
conservacion a largo plazo como la crioconservacion a ultrabajas temperaturas y
la liofilizacién (Lacey, 2012). Una vez el material bioldgico sea conservado, se debe
definir la metodologia necesaria para su reactivacion, ya sea en medios de cultivo
especificos o sobre el mismo insecto. Asi se garantiza que su actividad bioldgica
sea similar a la obtenida en el proceso de estandarizaciéon de la metodologia de
evaluacion.

Por citar un ejemplo, el aislamiento Bv060 de B. bassiana es utilizado como prin-
cipio activo de un bioplaguicida desarrollado como suspension oleosa para el control
de adultos de Cerotoma tingomariana. Para la estandarizacion de la metodologia
relacionada con la evaluacion de su actividad bioldgica, se hizo un estudio de repe-
tibilidad (r), reproducibilidad (R) y la relacién entre estos dos parametros (r&R)
usando el aislamiento sin formular (ver capitulo 5). La metodologia resultd ser repe-
tible y reproducible y permitié definir entre los parametros de aceptacion (bioen-
sayo valido) un porcentaje de eficacia superior al 80 %. De esta forma, al evaluar
otro agente de control dentro de un andlisis de calidad sobre este insecto y bajo el
mismo protocolo y condiciones de estandarizacion, se incluye el aislamiento Bv060
como material de referencia. Es decir, el bioensayo debe incluir tres tratamientos:
un testigo absoluto, la muestra por analizar y el correspondiente a la evaluacion del
material de referencia (figura 4.20).
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Tratamientos

Testigo absoluto

Insecto blanco

Muestra por analizar

Concentrado emulsionable

Material de referencia

Aislamiento Bv060
Beauveria bassiana

Cerotoma tingomariana

Porcentaje de eficacia > 80 %
Parametro aceptado
(validez del bioensayo)

Foto: Carlos Espinel Correal, Lorena Garefa Riano y Lissetee Torres Torres

Figura 4.20. Evaluacion del material de referencia en el control de calidad de una
muestra a base de B. bassiana para el control de adultos de C. tingomariana.

Fuente: Elaboracion propia

Caso de estudio

El siguiente caso de estudio corresponde a los resultados del control de calidad
obtenidos de una muestra analizada por AGROsAV1A en el Centro de Investigacion
Tibaitatd. Para ello y siguiendo lo establecido en un protocolo previamente estan-
darizado, se determind la actividad bioldgica (mortalidad) de un bioplaguicida a
base de Lecanicillium lecanii sobre ninfas en segundo estadio de T. vaporariorum
mediante la realizacién de un bioensayo bajo condiciones de invernadero con un
diseflo experimental completamente al azar. En dicho bioensayo se evaluaron tres
tratamientos: uno correspondiente a un testigo absoluto y los otros dos relativos a
la aplicacion del agente microbiano (material de referencia y la muestra por evaluar)
sobre ninfas en segundo estadio mantenidas en foliolos de frijol Phaseolus vulgaris
(Fabales: Fabaceae). Las ninfas se infectaron al estar en contacto con el hongo ento-
mopatogeno; presentaron sintomas relacionados con una coloraciéon amarilla y una
pérdida de turgencia o aplastamiento.

Para la evaluacion de la actividad bioldgica se definieron los siguientes criterios:



Capitulo IV Control de calidad de la actividad biolégica contra insectos 169

Criterios biolégicos

o Insecto plaga: ninfas en segundo estadio de mosca blanca (Hemiptera:
Aleyrodidae), Trialeurodes vaporariorumy plantas de frijol bola roja provenientes
de la Unidad de Crias del Laboratorio de Entomologia de AGrosavia del Centro
de Investigacion Tibaitata.

o Agente de control: hongo entomopatégeno Lecanicillium lecanii (Zimm.) Zare
& W. Gams (Ascomycota: Cordycipitaceae) (muestra por analizar y material de
referencia).

Criterios de evaluacion

» Condiciones fisicas y ambientales: bioensayo montado en condiciones de inver-
nadero con una temperatura entre 15 °C y 35 °C y una humedad relativa entre el
16 % el 85 %.

o Sistema de aplicacién: directa, mediante aspersion con aerdgrafo sobre ninfas de
segundo estadio.

o Montaje de la unidad experimental: un foliolo de frijol variedad bola roja infes-
tado con ninfas de segundo estadio.

o Sintomas y signos de la infeccion: se evidencian por una coloraciéon amarilla
de las ninfas, por una pérdida de turgencia o aplastamiento y por el crecimiento
micelial y esporulacion del hongo sobre el cuerpo del insecto de coloracion blanca.

o Material de referencia: aislamiento V1026 de L. lecanii.

Criterios para el aseguramiento de los resultados

o Parametros de aceptacion: la mortalidad en el testigo absoluto no debe ser
mayor al 20 %. El coeficiente de variacién entre las réplicas de un mismo trata-
miento debe ser menor al 30 %. El material de referencia (aislamiento V1026) de
L. lecanii debe alcanzar un porcentaje de eficacia superior al 80 %. El bioensayo
se debe realizar bajo las condiciones de temperatura y humedad establecidas y
descritas anteriormente.
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Criterios estadisticos

Tratamientos: la muestra por analizar (producto comercial), el material de refe-
rencia como control positivo (aislamiento V1026) y un testigo absoluto.

o Numero de réplicas: se evaliian tres réplicas por tratamiento y cada foliolo infes-
tado corresponde a una réplica.

« Unidades experimentales: un foliolo de frijol infestado con ninfas en segundo
estadio. El nimero de individuos no fue el mismo por cada unidad experimental,
este se cuantifico dentro de un drea determinada por el diametro de la jaula pinza
(4cm?), segtin la metodologia establecida.

» Diseiio experimental: disefio experimental completamente al azar (Dca).
o Variable respuesta: porcentaje de eficacia.

La metodologia desarrollada se describe a continuacion:

Semillas de frijol de la variedad 1ca-Calima se sembraron en materas No. 20. Una
vez emergieron las plantas y estas tuvieron minimo dos trifolios formados, se llevd
a cabo su infestacion con adultos de T. vaporariorum. Para ello, 30 insectos se
ubicaron dentro de una jaula pinza dispuesta en un foliolo para favorecer su oviposi-
cion (figura 4.21) y trascurridas 48 horas se llevd a cabo su desinfestacion mediante
la recoleccion de los adultos con un aspirador bucal.

Una vez se observo la presencia de ninfas de segundo instar, se realiz6 su conteo en
cada foliolo infestado y se llevo cabo su identificacion (tres foliolos por tratamiento).
Posteriormente, se aplicé una suspension del agente de control (muestra y material
de referencia) ajustada a la concentracién de 1x107 conidios.ml" en Tween 80 al 0,1
%. Para ello, se hicieron aspersiones sobre el envés de cada foliolo infestado haciendo
dos disparos (600 pl) a 30 psi con ayuda de un aerégrafo a una distancia aproximada
de 20 cm. Adicionalmente, se evalud un testigo absoluto.
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entrada

Figura 4.21. Evaluacion biologica de Lecanicillium lecanii sobre mosca blanca. a. Montaje general de
la jaula pinza en la matera, para la infestacion con los adultos de T. vaporariorum; b. Infestacion de
foliolos de frijol con adultos de mosca blanca.

Las ninfas se revisaron cada tres dias hasta que estas alcanzaron el cuarto instar o
hasta que se evidencio la presencia de exuvias en el testigo absoluto (indicador de
la emergencia de adultos). Se realiz6 el conteo de estas, asi como el de los insectos
vivos y muertos sobre cada foliolo de cada tratamiento. Posteriormente se calculd el
porcentaje de eficacia mediante la férmula de Schneider-Orelli:

(b—k)

*100
(100 k)

Eficacia (%) =

Ecuacion 4.2. Célculo del porcentaje de eficacia (Zar, 1999).
Donde:

b = % de individuos muertos en el tratamiento donde se aplicé el agente de control
k = % de individuos muertos en el testigo absoluto

Los resultados del control de calidad relacionados con la evaluacion de la actividad
bioldgica de un bioplaguicida a base de L. lecanii se presentan en la tabla 4.1.

Fotos: Carlos Espinel Correal y Lissctte Torres Torre
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Tabla 4.1. Porcentaje de eficacia de un bioplaguicida a base de L. lecanii sobre ninfas de T. vapora-

riorum

Conteo Conteo Mortalidad
inicial (I)* | final (F)** (%)

:

Tratamientos Eficacia (%)

Promedio 6,92
Desviaciénesténdar 145
cv (%) 20,98
__-__
- 154 92,22 91,64
__-__
Promedio - 93,39 92,90

cv (%) 2,54 2,75
__-__

- 101 95,28 94,93
__-__

Promedio - 89,60 88,82
Desviaciénesténdar 5% 577

cv (%) 5,99 6,49

* Conteo inicial de ninfas. ** Conteo final de ninfas o exuvias

Fuente: Elaboracion propia

El promedio de mortalidad en el testigo absoluto fue inferior al 20 %, el coefi-
ciente de variacién (cv) entre las réplicas de un mismo tratamiento fue inferior
al 30 % y el porcentaje de eficacia del material de referencia fue superior al 80 %.
Adicionalmente, las condiciones ambientales (temperatura y humedad) durante el
tiempo de la evaluacion estuvieron entre los rangos establecidos. De esta manera se
cumplieron con todos los parametros de aceptacion, por lo cual los resultados obte-
nidos son aceptados y correctos.

Los insectos encontrados en el tratamiento correspondiente a la suspension del
bioplaguicida y del material de referencia (aislamiento V1026) presentaron signos
de infeccidn relacionados con una coloracién amarilla, pérdida de turgencia y aplas-
tamiento de las ninfas. También se evidenci6 un crecimiento micelial tipico de L.
lecanii sobre ninfas y adultos que alcanzaron a emerger pero que no sobrevivieron.
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En contraste, en el testigo absoluto se evidenciaron ninfas vivas turgentes y exuvias
que indicaron la emergencia de adultos (figura 4.22).

Figura 4.22. Individuos de T. vaporariorum. a. Testigo absoluto, ninfas sanas de T. vaporariorum en
cuarto estadio; b. Ninfas de T. vaporariorum en cuarto estadio, infectadas y con crecimiento micelial
del bioplaguicida a base L. lecanii; c. Adultos de T. vaporariorum con crecimiento micelial del biopla-
guicida a base L. lecanii; d. Ninfas de T. vaporariorum de cuarto estadio, infectadas y con crecimiento
micelial del material de referencia (aislamiento V1026).

Adicionalmente, se confirmaron las caracteristicas macroscdpicas y microscopicas
del hongo entomopatdgeno. El aislamiento V1026 (material de referencia) y el prin-
cipio activo del bioplaguicida analizado a base de L. lecanii se caracterizaron por
presentar micelio aéreo de aspecto algodonoso y color blanco, con fidlides alar-
gadas y estrechas organizadas de manera verticilar, a partir de las cuales se forman
los conidios, los cuales son pequeos, hialinos y cilindricos. Estas caracteristicas
concordaron con las descritas por Barnett & Hunter (1998) para esta misma especie
(figura 4.23).

Foto: Carlos Espinel Correal y Lissette Torres Torres
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Foro: Lissette Torres Torres

Figura 4.23. Fotografias de L. lecanii. a. Caracteristicas microscopicas del ais-
lamiento V1026 de L. lecanii (material de referencia); b. Caracteristicas micros-
copicas del principio activo del bioplaguicida analizado a base de L. lecanii.

Perspectivas

o Los criterios bioldgicos y de evaluacion expuestos en el presente capitulo cons-
tituyen una herramienta importante para la definicién y estandarizacién de
metodologias encaminadas a la evaluacion de la actividad bioldgica de agentes de
control de insectos en condiciones controladas.

o Los criterios expuestos, aplicados en el control de calidad rutinario de agentes de
control de insectos, permiten disefiar metodologias sencillas que, acompanadas
de criterios estadisticos y de aceptacion, garantizan la generacion de resultados
confiables.

o Losresultados de la actividad biologica de un agente de control deben complemen-
tarse con andlisis microbioldgicos y fisicoquimicos para su interpretacion integral.
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