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1) Introduccion

Dentro de las especies de moscas blancas, a nivel mundial sobresale por su
importancia econdmica Bemisia tabaci (Gennadius), debido a su amplia distribu-
cion geografica, al dano directo e indirecto que ocasiona y al gran ndmero de culti-
vos que afecta (Rodriguez y Cardona, 2001). El dafio mas importante causado por
la mosca blanca es la transmision de enfermedades causadas por virus (Brown y
Bird, 1992; Perring, 1996), que han incrementado las pérdidas en los cultivos de
importantes especies alimenticias e industriales. B. tabaci sobresale por su afini-
dad con los denominados geminivirus o begomovirus (Geminiviridae), de los cuales
transmite al menos 50 mundialmente; en América se han detectado geminivirus
en algodon, calabaza, chile, lechuga, varias leguminosas, melén, pepino, sandia
y tomate (Brown, 1993). Mundialmente, las pérdidas econémicas causadas como
plaga directa o como vector alcanzan varios centenares de millones de délares por
ano (Oliveira et al., 2001).

En un estudio realizado sobre la incidencia de la plaga y las pérdidas ocasiona-
das en varias regiones de Colombia, la mayor pérdida se evidenci6 en los departa-
mentos de Tolima, Huila, Cundinamarca, Santander, Cérdoba y Cesar, con pérdidas
que oscilaron entre el 25 al 100% en cultivos de hortalizas como frijol, tomate, pepi-
noy berenjena; frutales como meldn, y en otros cultivos de importancia econdémica
como algodon y tabaco. En los departamentos de Magdalena, La Guajira y Atlanti-
co, la mosca blanca tuvo una incidencia elevada y registro pérdidas hasta del 100%
en cultivos de tomate, patilla, col y meldon (Lopez y Garcia, 2000). En el cultivo de
algodén en la Costa Atlantica, Llanos Orientales y el interior del pais, el biotipo B de
Bemisia tabaci esta ganando mucha importancia, lo cual es preocupante si se tiene
en cuenta que aparte del dano directo que produce, también su efecto relacionado
con la mielecilla hace que la fibra se pegue, impidiendo su correcto procesamiento
en las despulpadoras (Ellsworth et al., 1999).

El reporte que se ha hecho de varios biotipos en diferentes areas del mundo
sugiere que B. tabaci podria ser un complejo de especies que esta logrando cam-
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bios evolucionados rapidamente. B. tabaci tiene al menos 19 razas o biotipos bien
documentados (denominados con letras, en secuencia, desde la A hasta la S) (Pe-
rring, 2001), de los cuales al menos seis estan en América (Brown, 1993). Los mas
difundidos son el biotipo A (biotipo “original” en América), el biotipo B (originario
del Viejo Mundo o de Israel seglin algunos autores) y el biotipo Q (localizado en la
cuenca del Mar Mediterraneo). Estos pueden exhibir diferencias en su capacidad y
eficiencia en la transmision de virus, las tasas de desarrollo, la endosimbiosis, los
hospederos y el dano a las especies (Brown, 1993).

Se han disenado diferentes estrategias de manejo de la mosca blanca, siendo
el control quimico la herramienta mas utilizada y en ocasiones la (nica, lo que
conlleva a un riesgo ambiental y de salud humana; ademas, el uso inadecuado de
plaguicidas quimicos ha generado el desarrollo de resistencia de la mosca blanca a
un gran namero de moléculas quimicas, tales como piretroides, cipermetrina y del-
tametrina, incidiendo directamente en la productividad de los cultivos (Rodriguez y
Cardona, 2001). Por tal razon, una alternativa para el control de la plaga es el uso
de bioplaguicidas a base de microorganismos que atacan naturalmente a los insec-
tos, estrategia conocida como ‘control microbiolégico’.

En trabajos previos, el Laboratorio de Control Biolégico de Corpoica realizo in-
vestigaciones encaminadas hacia la busqueda y seleccién de microorganismos
entomopatégenos para el control de otra especie problema de mosca blanca, Tria-
leurodes vaporariorum (Cotes et al., 2006). Con un aislamiento del hongo entomo-
patoégeno Lecanicillium lecanii proveniente de Sumapaz (Garcia, 1996), se desarro-
[16 un bioplaguicida que consiste en un polvo mojable que contiene filtros solares
los cuales le confieren proteccion ante la radiacion ultravioleta. Este producto, al
ser evaluado en un cultivo de habichuela, ocasioné un porcentaje de infeccion del
76,8% y se obtuvo una produccion de 11,7 t/ha en contraste con 7 t/ha obtenidas
en el tratamiento en el que se aplicaron insecticidas quimicos (Jiménez, 2002).
Este mismo producto al ser evaluado en un cultivo de tomate bajo invernadero
produjo un porcentaje de infeccion de 68,1% sobre el estado ninfal, porcentaje que
fue significativamente diferente con respecto al tratamiento correspondiente a la
combinacién del bioplaguicida con insecticidas quimicos (36,6%). Asimismo, en el
tratamiento con el bioplaguicida se obtuvo la mayor produccion, siendo esta de 68
kg/ha (Garzon, 2004). Este insecticida microbiano también fue evaluado contra
ninfas de B. tabaci bajo condiciones de laboratorio, ocasionando un porcentaje de
eficacia de 71,2% (Espinel et al., 2007a).
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Por otro lado, con una cepa nativa de Paecilomyces fumosoroseus, selecciona-
da por su alta actividad biocontroladora contra B. tabaci, se desarrollé un preformu-
lado a base de un aislamiento nativo como alternativa para el control de esta Ulti-
ma, el que también consistié en un polvo mojable con protectores UV mezclado con
una base oleosa y se reconstituye en agua para ser aplicado con bombas de espal-
da (Espinel et al., 2007a). Posteriormente, se evalué un esquema MIP en un cultivo
de melén y en uno de tomate cherry bajo cubierta en El Espinal (Tolima), incluyendo
el preformulado de P. fumosoroseus y el bioplaguicida de L. lecanii, comparandolo
con un tratamiento agricultor. La produccion total de meldn en la parcela en la que
se aplicé el bioplaguicida a base de L. lecanii fue de 29,4 t/ha y tuvo una rentabili-
dad de $10.504.514; el tratamiento con P. fumosoroseus tuvo una produccion de
27,3 t/hay una rentabilidad de $8.959.114; la produccion del agricultor fue de 25
t/hay su rentabilidad de $7.342.854. En el caso del tomate, la mayor produccion
se dio con el tratamiento con P. fumosoroseus (14,7 t/ha), seguida por L. lecanii

(13,8 t/ha) y por el tratamiento agricultor con 13,6 t/ha (Espinel et al., 2007b).

Para completar la informacién de la eficacia de estos bioplaguicidas en otros cul-
tivos de importancia econdmica en Colombia, este trabajo presenta parte de los
resultados generados en el proyecto de investigacion “Evaluacion y validacion de
bioplaguicidas a base de hongos entomopatdgenos para el manejo de mosca blan-
ca Bemisia tabaci en algodén, tabaco y berenjena en Tolima, Cérdoba y Huila”,

financiado por el MADR durante los anos 2007 a 2011.
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| Estandarizacion de lo produccion masiva
a nivel planta piloto de un bioplaguicida
disefiado como un granulado dispersable a
base de Lecanicillivm lecanii V026

Fredy Mauricio Cruz 1.Q.; Martha Isabel Gomez Ph.D.

Investigadores Planta de Bioplaguicidas, Centro de Biotecnologia y Bioindustria, Corporacion Colom-
biana de Investigacion Agropecuaria - Corpoica. Km 14 via Bogotd-Mosquera. E-mail: mgomezo@
(0rpo0ica.0rg.co

INTRODUCCION

A partir de la cepa VIO26 de L. lecanii se desarrolldé a nivel de laboratorio un
bioplaguicida granulado dispersable para aplicacion foliar, el cual cuenta con di-
ferentes coadyuvantes y protectores frente a los rayos ultravioleta del sol (Santos
et al., 2011). Este producto presenta una concentracion de 1,0x10° conidios por
gramo y una germinacion superior al 80% a las 24 horas. En cuanto a sus caracte-
risticas fisicoquimicas, presenta un pH en suspension entre 5,5y 6,5, un conteni-
do de humedad inferior al 5% y un tiempo de desintegracion inferior a 2 minutos.
Con el propoésito de transferir esta tecnologia de bajo impacto ambiental y permitir
que sea comercialmente disponible, es necesario estandarizar la manufactura del
bioinsumo a nivel de planta piloto, determinando las condiciones involucradas en
su produccién masiva mediante técnicas de fermentacion en estado sélido y estan-
darizando las operaciones unitarias involucradas en la formulacion de los conidios
como un granulado dispersable.

La produccion masiva del género Lecanicillium spp. generalmente se ha reali-
zado mediante fermentacion en estado sélido (SSF), siendo esta técnica mas eco-
némica y menos residual al ambiente comparada con la fermentacién sumergida
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(SmF). Ademas, se ha demostrado que los conidios de Lecanicillium spp. produ-
cidos por fermentacion sélida poseen un mayor tamano y uniformidad, asi como
una pared celular mas gruesa que les permite ser mas resistentes a condiciones
adversas del medio ambiente que aquellos conidios producidos por fermentacion
sumergida, los cuales son mas pequenos y en ocasiones menos viables (Feng et
al., 2002).

En la actualidad existen pocos disenos disponibles de biorreactores para fer-
mentacion sélida, principalmente debido a los problemas de control del pH, la ai-
reacion y la transferencia de calor en el sustrato. No obstante, se distinguen cuatro
grandes sistemas de fermentacién sélida: los lechos empacados (Durand et al.,
1993), los tambores rotatorios (Prado et al., 2004; Stuart et al., 1999), los cuartos
de incubacion con control de temperatura y humedad (Leza y Rodriguez, 2007) y los
fermentadores con bandejas perforadas (Pandey et al., 2001). Estos dos Ultimos
sistemas fueron evaluados en el presente trabajo para la produccion masiva de L.
lecanii VIO26 a nivel planta piloto.

Entre los principales objetivos de la formulacion de hongos entomopatégenos
como L. lecanii VIO26 estan: proteger el microorganismo de factores ambientales
deletéreos, mejorar su estabilidad en almacenamiento, facilitar su aplicacion y ma-
nipulacion por parte de los agricultores. Entre las formulaciones mas usadas en el
desarrollo de esta clase de productos fitosanitarios a base de hongos se encuen-
tran polvos mojables, polvos secos, granulos dispersables, microencapsulados,
concentraciones emulsionables y suspensiones concentradas (Caraballo, 1998;
Fragas et al., 2007). Para formular un hongo es necesaria la utilizaciéon de agen-
tes humectantes, dispersantes, reguladores de la viscosidad, protectores de luz
UV, desintegrantes, tensoactivos, solventes, emulsificantes o gelificantes, y otros
aditivos que pueden ser nutrientes o estimulantes. Estos materiales favorecen la
viabilidad del hongo, mejoran su desempeno en el campo y facilitan su aplicacion
(Lecuona, 1996; Batista et al., 2005).

METODOLOGIA
ESTANDARIZACION DEL PROCESO DE FERMENTACION DE L. lecanii VI0O26
Este trabajo se realiz6 en las instalaciones de la Planta de Produccion de Bio-

plaguicidas de la Corporacién Colombiana de Investigacion Agropecuaria - Corpoi-
ca, Colombia.
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La cepa VIO26 de L. lecanii fue suministrada por el Banco de Germoplasma de
Microorganismos con Interés en Control Biolégico de Corpoica, la cual se encontra-
ba crioconservada a -70+/-2 °C. Esta fue inoculada en cajas Petri con medio agar
papa dextrosa (PDA) e incubada a 25+/-2 °C por 10 dias, para luego ser utilizada
en la preparacion de los inéculos.

Para la produccién de L. lecanii VIO26 se evaluaron dos metodologias de pro-
duccién masiva del hongo mediante fermentacién en estado sélido: la primera con-
sisti6 en el uso de bandejas perforadas con el sustrato inoculado, soportadas en
un escabiladero e incubadas en un cuarto caliente; y la segunda, en un biorreactor
disenado como una camara cerrada con un sistema de calentamiento por convec-
cion forzada de aire.

Preparacion del sustrato

En evaluaciones previas llevadas a cabo en el Laboratorio de Control Biologico,
se estandarizé la preparacion del inéculo de L. lecanii VIO26 en medio liquido y la
composicion del sustrato de crecimiento sélido a base de arroz y salvado. Las pre-
paraciones del sustrato y del indculo fueron comunes para las dos metodologias
evaluadas de fermentacion sélida. Inicialmente, 1.250 g de arroz se mezclaron con
2.500 mL de agua y se licuaron por 3 minutos; a continuacion la mezcla resultante
se esteriliz6 en una autoclave T-Chang TC 612 a 121+/-2 °C por 20 minutos. Pos-
teriormente, se mezclaron 530 g del arroz licuado con 1.420 mL de agua y 500 g
de salvado seco en una mezcladora marmita Hobart N50 durante 5 minutos. La
mezcla resultante se empacé en unidades de 1.200 g, las cuales se llevaron a es-
terilizacion a 121+/-2 °C por 20 minutos.

Preparacion del inoculo

A partir del hongo crecido durante 7 dias en cajas Petri con medio PDA, se
prepard en una solucién de Tween 80 al 0,1% una suspension de conidios de L.
lecanii VIO26 a una concentracion de 1,0x107conidios/mL. Posteriormenete, esta
suspension flungica fue inoculada en erlenmeyers que contenian 800 mL de medio
Sabouraud liquido a razén de 1,25 mL por cada 100 mL de medio. Los medios
fueron incubados a 24+/-2 °C y 150 rpm de agitacion durante 96 horas, tiempo
después del cual fueron utilizados como inéculo de los sistemas de fermentacion
en estado sélido.
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Inoculacion e incubacion

Después de las 96 horas de incubacion de los erlenmeyers, la inoculacién de
la matriz se realizd a razén de 250 mL por bolsa, que contenia 1.200 g de sustrato
estéril. La mezcla se homogeneiz6 para luego disponer el contenido en bandejas
perforadas de acero inoxidable con dimensiones de 69 cm x 43 cm x 2,7 cm.

Para cada sistema de fermentacién se evaluaron tres lotes de produccién uti-
lizando 4 bandejas con sustrato inoculado, para un peso aproximado de 6 kg por
lote. Para ambas metodologias las bandejas se mantuvieron en un escabiladero cu-
bierto en todo su perimetro con una pelicula plastica, lo que permitié el aislamiento
y conservacion de la humedad del sustrato. No obstante, las metodologias difirieron
en el lugar de incubacion: en la primera, el escabiladero embalado se ubicé en un
cuarto de incubacioén caliente a condiciones promedio de 24+/-3 °C 'y 40+/-5% de
humedad, mientras que en la segunda, el escabiladero se mantuvo en una camara
cerrada con conveccion forzada de aire estéril y control de temperatura interna a
24+/-1 °Cy 40+/-5% de humedad (Figura 1). En ambos casos, las condiciones de
temperatura y humedad se monitorearon con un termohigrémetro digital EXTECH.

Después del 4°, 6°, 8° y 10° dia de incubacién, se tomaron cuatro muestras de
5 g correspondientes a las bandejas evaluadas. A cada muestra se le determiné el
contenido de humedad (%) utilizando una balanza halégena Kern MLS-50 y la con-
centracién de conidios por gramo mediante recuento en camara de Neubauer. Para
la evaluacion de los dos sistemas de fermentacion, el diseno experimental fue com-
pletamente al azar con tres lotes en el tiempo, cada uno con cuatro unidades experi-

Figura 1. Camara con
conveccion forzada de aire
para la fermentacion en
estado sélido de L. lecanii
VI026.
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mentales (bandejas) y estimaciones tomadas por triplicado. Finalmente, se realiz6 un
andlisis de coeficientes de variacion, test de Bartlett y comparacion de medias (Tukey
95%). Los datos obtenidos de concentracion para cada sistema de fermentacion se
transformaron a base seca utilizando el porcentaje de humedad de cada sustrato.

RESULTADOS Y DISCUSION

Sistema de escabiladero y cuarto caliente

En el sistema de fermentacion sélida con incubacién en cuarto caliente se en-
contré que entre el octavo y el décimo dia de fermentacion se alcanzaron concen-
traciones superiores a 1,0 x 10°conidios/g para los tres lotes evaluados. No existie-
ron diferencias significativas (Tukey 95%) entre los valores obtenidos al décimo dia
de fermentacion, alcanzandose concentraciones de 4,24 x 10°; 3,82 x 10°y 2,83
x 10° conidios/g para los lotes 1, 2 y 3 respectivamente, con un valor promedio de
3,63 x 10°conidios/g (Figura 2).

Los coeficientes de variacion para esta variable fueron inferiores al 5% al décimo
dia, con valores de 2,54%, 1,37% y 1,57% para los lotes 1, 2 y 3 respectivamente.
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En cuanto al contenido de humedad del sustrato durante la fermentacion de L.
lecanii V1026 en el sistema de escabiladero y cuarto caliente, se encontrd una ten-
dencia de disminucién en el tiempo. La humedad promedio del sustrato en el mo-
mento de la inoculacion fue de 79,28%, la cual disminuyd progresivamente en mas
de un 20% hasta alcanzar en el décimo dia valores de 66,94%, 64,92% y 59,94%
para los lotes 1, 2 y 3 respectivamente (Figura 3). Al décimo dia de fermentacion se
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encontraron diferencias significativas entre el lote 3 y los lotes 1y 2 (Tukey 95%);
para esta variable, los coeficientes de variacion fueron superiores al 10% (15,39%,
14,66% y 10,58%) para los lotes 1, 2 y 3 respectivamente.
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En este sistema de fermentacion se observo un crecimiento del hongo homo-
géneo en cada bandeja y la colonizacion fue completa en toda la superficie (Figura
4). La productividad promedio alcanzada fue de 1,08 x 10'°conidios/kg/h (Tabla 1).

Tabla 1. Productividad de L. lecanii VI026 producido en escabiladero y cuarto caliente.

Lote (Conidios/kg/h)
1 1,26 x 10%°
2 1,14 x 10%°
3 8,43 x 10%°
Promedio 1,08 x 10*°

Sistema de camara y aireacion forzada

En el sistema de fermentacion sélida en la camara con aireacion forzada, se
encontré un aumento gradual de la concentracién durante todo el tiempo, llegando
a valores al décimo dia de 3,82 x 109; 3,54 x 10° y 4,86 x 10° conidios/g para los
lotes 1, 2 y 3 respectivamente (Gréafica 3). Desde el sexto dia de fermentacion se al-
canzaron valores superiores a 1,5 x 10° conidios/g y no se encontraron diferencias
significativas para esta variable entre lotes, tanto al sexto, octavo y décimo dia de
fermentacion (Tukey 95%) (Figura 5). Los coeficientes de variacion para la concen-
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Figura 4. Crecimiento de L. lecanii VIO26 en
escabiladero y cuarto caliente.

tracion al décimo dia fueron inferiores al 2%, con
lo que se obtuvieron coeficientes de 0,76%, 1,66%
y 1,14% para los lotes 1, 2 y 3 respectivamente.

Cualitativamente, el crecimiento del hongo en
las bandejas en el sistema de camara con airea-
cion forzada fue bastante homogéneo y la colo-
nizacién del sustrato fue completa, aunque como
en el sistema de escabiladero y cuarto caliente la
colonizacion del hongo fue estrictamente superfi-
cial sobre el sustrato (Figura 6).
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En cuanto al contenido de humedad del sustra-
to durante las fermentaciones de L. lecanii VIO26,
este disminuy6 en el tiempo y alcanzé al décimo dia
valores de 34,70%, 45,75% y 10,93% para los lotes
1, 2 y 3 respectivamente (Figura 7). Estos resulta-
dos fueron significativamente diferentes entre si
(Tukey 95%) y variables en cuanto a sus coeficientes
de variacion, ya que en los lotes 1y 2 se encontra-
ron coeficientes superiores al 14%, y sélo en el lote

Figura 6. Crecimiento de L. lecanii VIO26 en
el sistema de camara y aireacion forzada.
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1 se encontrd un coeficiente de variacion menor al 10%. Los valores encontrados
fueron de 14,86%, 21,71% y 6,88% para los lotes 1, 2 y 3 respectivamente.
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La productividad promedio alcanzada en este sistema de fermentacion fue de
1,21x10% conidios/kg/h (Tabla 2).

Tabla 2. Productividad de L. lecanii VI026 producido en camara con aireacion forzada.

Lote (Conidios/kg/h)
1 1,14 x 10%°
2 1,05 x 10%°
3 1,45 x 10°
Promedio 1,21 x 10*°

En general, la concentracion de L. lecanii VI026 después del sexto dia de fer-
mentacion no presentd diferencias significativas (Tukey 95%) entre los dos siste-
mas de fermentacion evaluados (Figura 8), o que sugiere que ambos sistemas se
comportaron de la misma forma.

Los valores de concentracion a partir del octavo dia de fermentacion estuvieron
por encima de 1,0 x 10° conidios/g. Estos resultados son similares a los alcanza-
dos por Feng y Tzeng (2000), cuyos resultados en fermentacion sélida con Vertici-
llium lecanii FO91 después de 14 dias fueron de 1,5 x 10° conidios/g y de 1,4 x 10°
conidios/g, utilizando arroz himedo y una mezcla de arroz y salvado de trigo como
sustratos respectivamente. Ambos sistemas se comportaron de la misma forma,
lo que se podria explicar por la similitud de las condiciones durante la incubacion
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(temperatura y humedad), las cuales no difirieron marcadamente entre los sistemas,
excepto por la presencia de corrientes de aire forzada en el sistema de camara.

En los dos sistemas de fermentacion para la variable concentraciéon se encon-
traron coeficientes de variacion inferiores al 4%, lo que sugiere una poca variabi-
lidad para esta caracteristica y un alto grado de reproducibilidad de la operacion.

Para el contenido de humedad en ambos sistemas de fermentacién se encontrd
una alta variabilidad, ya que tanto para los tres lotes evaluados en el sistema de es-
cabiladero y para los lotes 1 y 2 en el sistema de camara se encontraron coeficien-
tes de variacion superiores al 10%, mientras que sélo en el lote 3 se encontraron
coeficientes de variacion inferiores al 10% (6,88%).

La alta variabilidad en el contenido de humedad del sustrato se podria atribuir
a la formacion de gradientes de humedad entre bandejas, producto de corrientes
de aire irregulares en velocidad y temperatura y/o zonas estacionarias formadas
dentro del lecho de fermentacion, lo que podria haber generado dindmicas de eva-
poracion diferentes entre bandejas. Se presume también que la aparicion de gra-
dientes de humedad entre bandejas en el sistema de escabiladero fue influenciada
por el alto espaciado entre ellas (8 cm) (Leza et al., 2007). La velocidad de pérdida
de humedad del sustrato en la metodologia de camara fue superior a la del siste-
ma de escabiladero; es asi como en el lote 2 se llegb a perder hasta un 45,77% de
humedad en relacién con la humedad inicial. Esta excesiva pérdida de humedad se
podria atribuir a fendmenos de evaporacion del agua del sustrato, producto de las
corrientes de aire convectivas y no saturadas propias de este sistema. Asimismo, la
distribucion espacial de las bandejas al interior de la camara podria haber influido
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en las diferencias significativas encontradas entre lotes, ya que las bandejas ubica-
das en la parte superior de la cAmara posiblemente se sometan a una velocidad del
aire mayor al estar mas cercanas a la salida del ventilador del fermentador.

Los resultados de productividad son comparables a los encontrados por Yujie y
colaboradores (2009), cuyos estudios en la optimizacion de la produccién de coni-
dios de Verticillium lecanii CBS 102207 mediante fermentacién sélida mostraron
después de 11 dias una productividad de 3,1 x 10 conidios/kg/h, utilizando ba-
gazo de cana de azlicar como soporte inerte de una solucién nutritiva de harina de
maiz, extracto de levadura, KHPO, y MgSO,,

Igualmente, al comparar los resultados de productividad obtenidos en otros es-
tudios diferentes, se demuestra el potencial de las metodologias evaluadas; es asi
como en fermentaciones con Beauveria bassiana KK5 se encontraron productivi-
dades cercanas a 5,41 x 10° conidios/kg/h utilizando arroz como sustrato (Tuan et
al., 2010). Por otra parte, con el hongo Coniothyrium minitans se encontrd una pro-
ductividad de 1,11 x 10% conidios/kg/h en un fermentador rotatorio y avena como
sustrato (Oostra et al., 2000), mientras que para el hongo Metarhizium anisopliae
EG se encontraron valores de 6,20 x 10*°conidios/kg/h en un fermentador de lecho
empacado y arroz como sustrato (Blas et al., 1996).

Al comparar las productividades obtenidas de L. lecanii VIO26 para los dos sis-
temas de fermentacion evaluados (>1,0 x 10% conidios/kg/h) con los descritos
anteriormente, se podria afirmar que cualquiera de los dos sistemas se podrian uti-
lizar para la produccion masiva de este hongo a nivel planta piloto, lo que permitiria
su inclusién como principio activo de un bioplaguicida granulado dispersable para
el control de plagas de mosca blanca como B. tabaciy T. vaporariorum.

ESCALAMIENTO DEL PROCESO DE FORMULACION DE L. lecanii VI026
Metodologia

Una vez se estandarizaron las metodologias de fermentacién para la produccion
masiva de L. lecanii VI026, se desarrollé el escalamiento a nivel de planta piloto
de la formulacion del bioplaguicida disenhado como un granulado dispersable (WG).

Para el escalamiento del proceso de formulacion se definieron los puntos criti-
cos de cada una de las operaciones unitarias involucradas (Figura 9). La importan-
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cia de los puntos criticos radica en el control que estos ejercen sobre los procesos,
de manera que permiten definir si un lote terminado o0 en proceso es aprobado o
rechazado. Los puntos criticos del proceso de formulacion de L. lecanii VIO26 fue-
ron, en su orden, el contenido de humedad de la mezcla y la concentracién final
después del proceso de secado (conidios/g).

Oparacidni Dperacidn 2
ermentaciin silida de | — Separacitn y Operaciin} Op-mlén-t Operaciéns
L. lecaniVin2e cantrugacin Mezcla y granulacion Empaque

Figura 9. Operaciones unitarias y puntos Cantrel de Calidad
criticos del proceso de formulacion de (Biobhcnica)
L. lecanii VI026 WG.

Para los estudios de formulacion de los conidios de L. lecanii VIO26 se utilizd el
sistema de escabiladero y cuarto caliente como metodologia de produccién masiva
del hongo.

Operacion de separacion y centrifugacion

Los conidios obtenidos en el proceso de fermentacion sélida por la metodologia
de escabiladero y cuarto caliente fueron separados por medio de un proceso de
centrifugacién por batch. Inicialmente, los conidios fueron separados del sustrato
mediante un lavado, utilizando solucion detergente Tween 80 (0,1%v/v) en una re-
lacion 2:1 Tween 80: sustrato esporulado. La suspension resultante fue filtrada a
través de una tela muselina, obteniendo un extracto concentrado de conidios que
se centrifugd por 20 minutos en un equipo Rotina 420, cuya velocidad promedio de
operacion fue de 4.500 rpm.

La biomasa obtenida (conidios hiimedos) fue pesada para posteriormente de-
terminar la concentracion (conidios/g) por recuento en camara de Neubauer y el
contenido de humedad en una balanza Kern MLS-50. Al final de la operacién, se
determiné el rendimiento en términos de gramos de conidios himedos por kilogra-
mo de sustrato procesado para los tres lotes evaluados.
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Operacion de mezcla y granulacion

Los conidios hiimedos fueron mezclados con excipientes que brindan al biopla-
guicida final propiedades de desintegracion y proteccion frente a los rayos ultravio-
leta del sol. Inicialmente, los excipientes fueron mezclados por cinco minutos en un
mezclador marmita Hobart N50 en el segundo nivel del intensificador, luego los co-
nidios hiimedos se incorporaron a la marmita poco a poco. Al final de la mezcla se
tomaron tres muestras de 5 g en puntos diferentes de la marmita con el fin de de-
terminar el contenido de humedad (%) en una balanza Kern MLS-50. Con la mezcla
resultante se realiz6 la operacion de granulacion, utilizando para ello un granulador
oscilante YK160 y una malla con tamano de poro de 8 mm. La mezcla se adiciond al
granulador lentamente a razén de 2 kg por minuto, obteniendo granulos cilindricos
con un tamano entre 30 mm y 120 mm.

Operacion de secado

El porcentaje de humedad es de gran importancia, ya que para que el microor-
ganismo se encuentre en un estado de latencia es necesario almacenarlo a bajas
humedades. Para la mayoria de productos de control biologico se sugiere mante-
nerlos con humedades inferiores al 10% (Burges, 2000). El secado de los granulos
formulados a base de L. lecanii VIO26 se llevé a cabo en un cuarto para ello con
las siguientes caracteristicas: dimensiones de 1,3 m x 1 m x 2 m, 41 cortinas movi-
les para el paso del aire y controladores de temperatura Autonics del tipo TZ4ST y
TZNA4S. La operacion fue un secado directo por 24 horas, a 24+/-1 °C con aire de
humedad relativa promedio del 50%.

El producto granulado seco fue empacado en bolsas metalizadas al vacio en
una selladora Komet Plus Vac 20.

Resultados y Discusion
Operacion de separacion y centrifugacion

Los conidios humedos obtenidos en los tres lotes presentaron humedades en-
tre el 81,80% y 82,15% (Tabla 3). En cuanto a la concentracion, se encontraron
valores entre 9,40 x 10°y 1,12 x 10'° conidios/g, con un valor promedio de 1,02 x
10% conidios/g (Grafica 6). Para el rendimiento en términos de gramos de conidios
por kilogramo de biomasa procesada se observaron valores entre 110,1y 165,2 g/
kg (Tabla 3).
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Tabla 3. Caracterizacion de los conidios himedos L. lecanii VI026
obtenidos en la operacién de separacion.

Concentracion de coni- Rendimiento (g conidios hiimedos/

Lote dios (conidios/g) kg biomasa procesada) Humedad (%)
1 9,40 x 10° 165,2 82,15
2 1,01 x 10%° 127,3 81,80
3 1,12 x 10%° 110,1 82,14

Operacion de mezcla y granulacion

En cuanto a la humedad final de la mezcla, no se encontraron diferencias signi-
ficativas entre lotes (Tukey 95%) (Tabla 4), lo que indica un alto grado de reproduci-
bilidad en el tiempo. Los valores de humedad en mezcla permitieron una operacion
de granulacién satisfactoria, con rendimientos superiores a 2 kg/min y pérdidas
en operacién despreciables. Asimismo, se favorecié la formacién de un granulo
homogéneo en forma y tamano, asi como la ausencia de fenémenos viscoelasticos
del producto.

Operacion de secado

En la Tabla 4 se evidencian los contenidos de humedad finales de los granula-
dos de los tres lotes, los cuales fueron inferiores al 6%. Adicionalmente, no se pre-
sentaron diferencias significativas entre lotes después de 24 horas de operacion
(Tukey 95%). Los resultados en esta operacion sugieren que un tiempo de 24 horas
podria ser suficiente para lograr los contenidos de humedad requeridos en el pro-
ducto, siendo este un parametro importante en la formulacién de productos a base
de hongos por afectar directamente la viabilidad (Pandey, 2001).

Tabla 4. Humedad (%) de la mezcla y producto seco a base de L. lecanii VIO26.

Lote Mezcla Secado
Humedad (%) Humedad (%)
1 51,59 4,61
2 51,72 4,57
3 54,39 5,29
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Caracterizacion del producto final

Una vez terminados los procesos de produccion del bioplaguicida, cada uno de
los lotes se sometié a un analisis de control de calidad por parte del Laboratorio de
Control de Calidad de Bioplaguicidas certificado Biotécnica. La concentracién en
conidios de los granulados finales se estimdé mediante el recuento en camara de
Neubauer. La germinacion (%) de los formulados se determind después de 24 ho-
ras de incubacion en medio agar agua Benomil 0,003%. Por otro lado, el contenido
de contaminantes se determiné mediante el recuento en placa a las 24 horas en
medio agar nutritivo.

Los tres lotes de producto terminado (Figura 10) presentaron una concentra-
cion superior a 8,40 x 10° conidios/g, una germinacion entre 82,6% y 93,16% y un
contenido de contaminantes bacterianos inferior a 3,96 x10° UFC/g. Los resultados
del control de calidad se resumen en la Tabla 5.

Tabla 5. Control de calidad del bioplaguicida a base de L. lecanii VI026.

Lote Concentracion (conidios/g) Germinacion (%) Contaminantes (UFC/g)

1 1,34 x 10%° 82,60 3,93 x 10°
2 8,40 x 10° 95,01 1,36 x 10°
3 9,90 x 10° 93,16 2,16 x 10°

Los resultados obtenidos en el proce-
so de formulacién permitieron el calculo
de los limites de tolerancia superiores
(LTS) e inferiores (LTl) para algunas ca-
racteristicas del proceso de manufactura
y el producto final. Las tolerancias fueron
obtenidas por indices de capacidad (Cp)
que relacionan la diferencia entre la me-
dia experimental y los valores esperados
0 nominales para cada caracteristica, asi
como la variabilidad de los resultados

Figura 10. Bioplaguicida desarrollado
como un granulado dispersable a base
de L. lecanii V1026.
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(desviaciéon estandar) (Tabla 6). Los valores LTS y LTI se definieron como el valor
nominal mas o menos tres desviaciones estandar respectivamente. Seglin Salazar
(2003), los indices de capacidad con valores cercanos a la unidad indican que los
resultados del proceso siguen una distribucién normal, y por consiguiente, el proce-
so de manufactura se considera centrado entre los limites LTS y LTI. Los limites LTS
y LTI permiten un control del proceso y la aprobacion y/o rechazo del producto final.

Al comparar los resultados de control de calidad de los lotes producidos (Tabla
5) con los limites de tolerancia obtenidos, se puede concluir que todos los lotes fue-
ron aprobados en funcién de los limites de tolerancia superiores (LTS) e inferiores
(LTI) del producto, y que el proceso de formulacién del granulado dispersable a base
de L. lecanii VI026 cumple las condiciones de control (Salazar, 2003).

Tabla 6. Limites de tolerancia superior e inferior calculados
para las principales caracteristicas del proceso.

Caracteristica LTS V. Nominal LTI Cp

Humedad de mezcla (%) 51,59 53,0 54,39 1,09

Concentracion de producto

. 1,51 x 10%° 1,00 x 10*® 4,87 x 10° 0,92
(conidios/g)

Germinacion (%) 98,4 85 80 0,93

Contaminantes de producto (UFC/g) 6,34 x 10° 5,0 x 108 N.A 1,08

LTS: Limite de tolerancia superior; LTI: Limite de tolerancia inferior; V. nominal: Valor nominal

CONCLUSIONES

Los dos sistemas de fermentacion solida de L. lecanii VIO26 evaluados (bande-
jas en escabiladero en cuarto caliente y camara cerrada con sistema de calenta-
miento por conveccion forzada de aire) pueden ser usados en la produccion masiva
del principio activo del bioplaguicida desarrollado para el control de la mosca blan-
ca (B. tabaci y T. vaporariorum).

Las operaciones unitarias involucradas en el proceso de formulacion del biopla-
guicida se consideran centradas y bajo control, en funcién de los resultados de los
indices de capacidad cercanos a la unidad.
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INTRODUCCION

Para la utilizacion de microorganismos biocontroladores es necesario desarro-
llar sistemas de produccion y formulacién que permitan contar con productos de la
misma o mayor eficiencia que los productos quimicos, siendo uno de los requisitos
para la aceptacion y comercializacion de un producto biolégico su estabilidad bajo
condiciones de almacenamiento (Butt et al., 2001). Con el aislamiento colombia-
no de Lecanicillium lecanii codificado como VI026 se desarrollé un bioplaguicida
formulado como un polvo mojable (WP), prototipo de formulacién que incluyé filtros
ultravioleta para proteger los conidios de los efectos nocivos de la luz solar; sin em-
bargo, el producto present6 una vida Gtil de 2,03 meses cuando fue almacenado a
8 °Cy vidas (tiles de 0,62 y 0,48 meses a las temperturas de almacenamiento de
18 °C y 28 °C, respectivamente. Esta inestabilidad de los conidios de L. lecanii en
condiciones de almacenamiento se atribuyd al proceso de secado por liofilizacion,
utilizado en la manufactura del producto. Aunque este método es de los mas utili-
zados y eficaces para la conservacion a largo plazo de microorganismos (Morgan et
al., 2006; Horaczek et al., 2004), se evidenci6 que la cepa colombiana de L. lecanii
es drasticamente afectada por este proceso (Horaczek et al., 2004).

Por tal razén, se desarroll6 un nuevo prototipo de bioplaguicida a base de L.
lecanii formulado como un granulado dispersable (WG), para el cual el secado por



- Uso de Lecanicillium Lecanii para el control de la Mosca Blanca Bemisia Tabaci en algoddn y berenjena
“Evaluacion y validacion de bioplaguicidas a base de hongos entomopatégenos para el manejo de mosca blanca Bemisia tabaci en algodan, tabaco y berenjena en Tolima, Cordoba y Huila”

liofilizacion fue cambiado por secado en estufa con corriente de aire. Este prototipo
de bioplaguicida también fue disefado para aplicacién foliar, donde la condicién
mas limitante para la eficiencia del agente de biocontrol es el efecto de la radiacion
ultravioleta del sol, por lo que este prototipo incluyd en su composicion protectores
solares y otros auxiliares de formulacion como protectores de secado, adherentes
y diluentes.

El producto formulado como granulado dispersable fue caracterizado microbio-
I6gicamente, presentando una concentracion de 3,16 x 10 conidios/g de producto
y un porcentaje de germinacién del 96,23%. Estos valores son superiores a los pre-
sentados por el prototipo polvo mojable (Tabla 7), lo que sugiere que la modificacion
en el proceso de secado aumentd la viabilidad del principio activo y por lo tanto
podria incrementar la estabilidad bajo condiciones de almacenamiento.

Tabla 7. Caracteristicas microbiol6gicas de los prototipos de formulaciones a base de L. lecanii.

Prototipo de Concentacion  Germinacion Viabilidad Contenido de conta-
formulacion (Conidios/gramo) (%) (UFC/g) minantes (UFC/g)
Granulado 3,16 x 10 96,23 3,40 x 101 < 10*
dispersable
Polvo mojable 1,39 x 10%° 89,97 1,60 x 10%° <104

Para definir la viabilidad tecnolégica del nuevo prototipo de bioplaguicida a base
de L. lecanii WG (secado por estufa), es necesario determinar su estabilidad en
condiciones de almacenamiento con miras a establecer la vida (til del producto. La
vida (til se ve influenciada por factores como la temperatura, la humedad relativa
y el tipo de empaque, entre otros, por lo que el objetivo del presente trabajo fue de-
terminar la estabilidad del prototipo formulado como granulado dispersable WG a
base de L. lecanii almacenado durante seis meses a tres temperaturas diferentes.

METODOLOGIA
Elaboracion del prototipo de bioplaguicida WP a base de L. lecanii

La produccién masiva del microorganismo se realiz6 empleando un sustrato
de crecimiento a base de cereales previamente estandarizado en el Laboratorio
de Control Biologico de Corpoica. Posteriormente se elabor6 el prototipo de biopla-
guicida, al cual se le realizaron pruebas de control de calidad como la determina-
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cion de la concentracion de conidios, la humedad, y pruebas microbioldgicas para
establecer la pureza del producto siguiendo las metodologias establecidas por el
Laboratorio de Control de Calidad de Bioplaguicidas Biotécnica, registrado ante el
Instituto Colombiano Agropecuario ICA.

Estudio de estabilidad bajo condiciones de almacenamiento

Muestras de 1 gramo del granulado dispersable WG a base de L. lecanii se em-
pacaron en bolsas metalizadas selladas al vacio (4 cm x 6 cm), las cuales fueron
almacenadas durante seis meses en incubadoras digitales ajustadas a 8 °C+/-2 °C,
18 °C+/-2 °Cy 28 °C+/-2 °C. Antes de iniciar el almacenamiento, y cada dos meses
durante seis meses, se determind la capacidad de germinacién de los conidios. Adi-
cionalmente, la actividad biocontroladora en condiciones de laboratorio se evalud
antes del almacenamiento y cada tres meses durante los seis meses del estudio.

El estudio de estabilidad contd con un diseno experimental completamente al
azar, con medidas repetidas en el tiempo y todas las mediciones realizadas por
triplicado. Los resultados del estudio de estabilidad fueron sometidos a un analisis
de varianza y posteriormente a comparaciones de medias mediante la prueba de
Tukey (95%).

Estabilidad de la germinacion de los conidios de L. lecanii

Para la evaluacién de la germinacién se adicion6 1 gramo del producto a un
tubo de ensayo con 9 mL de Tween 80 al 0,1% y se realizaron diluciones seriadas
hasta la dilucion 103. A partir de la Ultima dilucién se sembraron 100 pl en tres ca-
jas de Petri con agar suplementado con benomil al 0,0003% y extracto de malta al
0,1% y se llevaron a incubacién a 25 °C+/-2 °C durante 24 horas, tiempo después
del cual se cuantificd el nimero de conidios germinados y no germinados median-
te observacion al microscopio de 10 campos Opticos por unidad experimental. La
cuantificacion de conidios se realizd6 mediante recuento en camara de Neubauer
(Ekesi et al., 1999).

Estabilidad de la actividad biocontroladora en condiciones de laboratorio

Para la actividad biocontroladora del bioplaguicida a base de L. lecanii se sem-
braron semillas de frijol de la variedad ICA-Calima en materas plasticas de 10 cm
de didametro. Una vez las plantas presentaron un trifolio, se infestaron con 30 adul-
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tos de B. tabaci confinados en jaulas pinza durante 30 horas para asegurar una
oviposicion suficiente. Después de este tiempo los adultos se retiraron, se esperd
hasta obtener ninfas de segundo instar y se realizd el conteo de las ninfas presen-
tes por cada foliolo (ninfas iniciales).

Posteriormente se aplicaron 2 mL de una suspension del bioplaguicida a base
de L. lecanii reconstituido en agua y ajustado a una concentracién de 1 x 107 coni-
dios/mL, mediante el uso de un microaspersor con una presion de 40 psi. El dia 14
después de la aplicacion se contaron los adultos emergidos, evidenciados por las
exuvias presentes en cada foliolo, y por sustraccién entre las ninfas iniciales y los
adultos finales se obtuvo el porcentaje de mortalidad. El diseno del experimento fue
completamente al azar, con tres repeticiones, y se contd con un testigo absoluto. La
unidad experimental correspondié a una planta de frijol con un trifolio formado, y la
unidad de muestreo correspondi6 a un foliolo previamente infestado con la mosca
blanca y aplicado con el tratamiento.

RESULTADOS Y DISCUSION

Estabilidad de la germinacion de los conidios de L. lecanii

El prototipo de bioplaguicida WG a base de L. lecanii no present6 una disminu-
cion significativa de la germinacién cuando fue almacenado a 8 °C durante seis
meses. El bioplaguicida recién manufacturado presenté un porcentaje de germi-
nacion inicial del 98,28%, el cual disminuy6 a 93,33% después de seis meses de
almacenamiento a dicha temperatura (Figura 11). Dicha pérdida del 5,03% en la
capacidad de germinacién de prototipo WG es inferior al porcentaje de pérdida
(52,26%) presentado por el prototipo de formulacion WP (secado por liofilizacion)
cuando fue almacenado en las mismas condiciones, resultado que sugiere que
la modificaciéon del proceso de secado de liofilizacion a estufa ejercié un efecto
positivo sobre la estabilidad de los conidios del hongo, ya que el prototipo polvo
mojable presentd una germinacién del 32,57% en las mismas condiciones de al-
macenamiento.

Sumado a lo anterior, se evidencié el efecto protector de los auxiliares de formu-
lacién empleados para la elaboracion del prototipo de bioplaguicida, especialmente
de los protectores de secado utilizados, ya que estos posiblemente ejercieron un
efecto osmorregulador sobre el microorganismo aumentando la vida Gtil de los co-
nidios. Este comportamiento ha sido descrito por Jackson et al., (2006), quienes
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evaluaron diferentes formulaciones del hongo entomopatégeno Isaria fumosoro-
seus con el proposito de aumentar su tolerancia a la desecacién y su estabilidad
durante el almacenamiento. Los autores observaron un aumento significativo en la
viabilidad de las blastosporas del hongo al ser almacenado durante 12 meses a 4
°Cy-20 °C, comportamiento que atribuyeron a la adicion de protectantes a la formu-
lacion del bioplaguicida. Por el contrario, los conidios sin formular presentaron una
disminucién drastica en los porcentajes de germinacion a partir del segundo mes
de almacenamiento, llegando a valores cercanos al 20%.

Cuando el almacenamiento se realiz6 a 18 °C, el prototipo fue estable los cua-
tro primeros meses de almacenamiento, con germinaciones superiores al 83,45%,
valor superior al limite establecido para esta caracteristica, el cual es del 80%. En
el sexto mes del estudio, el bioplaguicida presentd una pérdida del 71,8% en la
capacidad de germinacion de los conidios (Figura 11). Sin embargo, después de
incubar las muestras por un periodo superior a 48 horas, se observé que el porcen-
taje de germinacion incrementé a valores superiores al 80%, lo que sugiere que el
almacenamiento no causoé la muerte de los conidios sino que indujo a un estado de
latencia o dormancia que retardé su activacion metabdlica y por lo tanto la germi-
nacion de los conidios.

Burges (1998) argumenta que el retraso en la germinacion de los conidios posi-
blemente se deba a la deshidratacion de los mismos durante el tiempo de almace-
namiento, lo cual incrementa la tension superficial. Para mejorar la estabilidad de
los bioproductos y disminuir los estados de latencia en el momento de aplicacion,
Jackson et al., (2007) recomendaron la utilizacion de soluciones de rehidratacion
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qgue incluyan sustancias como dextrinas, disacaridos y monosacaridos, que redu-
cen la tensién superficial y facilitan la rehidratacion de los conidios.

A la temperatura de almacenamiento de 28 °C se observo una reduccion sig-
nificativa en la germinacion de los conidios, presentando en el segundo mes de
almacenamiento un porcentaje del 70,73% y a partir del cuarto mes una pérdida
total en la capacidad de formacién de tubo germinal (Figura 11).

En general, se observd que el bioplaguicida almacenado a las tres temperatu-
ras (8 °C, 18 °C y 28 °C) present6 una disminucién progresiva en la capacidad de
germinacion de los conidios durante los seis meses de almacenamiento, con un
efecto mas drastico cuando el bioplaguicida fue almacenado a temperaturas de
18 °Cy 28 °C. Este resultado permite concluir que a mayor temperatura de alma-
cenamiento mayor pérdida de viabilidad, comportamiento descrito para diferentes
microorganismos (Kinay y Yildiz, 2008; Chen et al., 2008; Zahng et al., 2006; Elzien
et al., 2004; Sabaratnam y Traquair, 2002; Costa et al., 2002).

El efecto negativo de las altas temperaturas sobre la viabilidad de los microor-
ganismos durante el almacenamiento podria deberse a que a mayor temperatura
existe una mayor reactividad de las moléculas, presentandose reacciones o proce-
sos de degradacion de los auxiliares de formulacion, cuyos productos pueden ser
toxicos para el principio activo (Chen et al., 2008). De igual manera, el metabolis-
mo celular a una temperatura alta puede permanecer activo, lo que causa que los
conidios almacenen metabolitos téxicos que reducen drasticamente su viabilidad
(Costa et al., 2002).

Estabilidad de la actividad biocontroladora en condiciones de laboratorio

El prototipo de bioplaguicida recién manufacturado presentd una eficacia del
89,63%, la cual disminuy6 después de seis meses de almacenamiento a 8 °C a
80,05%. No obstante, este valor no fue significativamente inferior al presentado
inicialmente y es superior al limite establecido por el Laboratorio de Control de Ca-
lidad Biotécnica, el cual es del 80% (Figura 12), lo que sugiere que el prototipo fue
estable a dicha temperatura.

A 18 °C la eficacia del bioplaguicida presenté una disminucion progresiva a
través del tiempo. Al tercer mes del estudio la eficacia fue del 80,79%, valor que
no fue significativamente diferente (P > 0,01) de la eficacia del producto recién
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manufacturado. Sin embargo, la eficacia del producto a los seis meses de almace-
namiento fue significativamente inferior a la presentada inicialmente, con un valor
del 41,41% (Figura 12).

El bioplaguicida almacenado a 28 °C evidencié una disminucién drastica en la
eficacia a partir del tercer mes de almacenamiento, presentando una pérdida en la
eficacia del 40% y del 100% a los tres y seis meses del estudio, respectivamente.

Estos resultados sugieren que el aumento de la temperatura y del tiempo de al-
macenamiento afectd negativamente la eficacia del bioplaguicida. Comportamien-
to similar fue evidenciado por Chen et al., (2008) al evaluar la actividad insecticida
de conidios de L. lecanii cepa Beijing, almacenados durante seis meses a tempera-
turas de 15 °C, 25 °Cy 35 °C sobre la mosca blanca Trialeurodes vaporariorum.
Los autores evidenciaron una pérdida de la actividad cuando fueron almacenados
a las temperaturas mas altas, presentando una disminuciéon del 56% y del 72% a
25 °Cy 35 °C respectivamente.
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Ademas, se observo que el comportamiento de la estabilidad de la capacidad
de germinacion y de la actividad biocontroladora se correlacionaron directamente,
ya que las dos caracteristicas del bioplaguicida fueron estables durante seis meses
de almacenamiento a 8 °Cy durante cuatro meses a 18 °C.

A nivel mundial existen varios productos registrados a base de Lecanicillium
lecanii, con nombres comerciales como Mycotal®, Bio-Catch® y Vertalec®, los cua-
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les presentan una vida Util cercana a los seis meses cuando el producto es almace-
nado a 4 °C (Copping, 2001). De acuerdo con lo anterior, el bioplaguicida evaluado
en el presente estudio es competitivo en el mercado de bioproductos, ya que es
estable durante seis meses si es almacenado a 8 °Cy durante cuatro meses si es
almacenado a 18 °C. No obstante, se recomienda evaluar condiciones que aumen-
ten la estabilidad del bioplaguicida, eliminando la necesidad de una cadena de re-
frigeracion para su transporte y almacenamiento, disminuyendo los costos de pro-
duccién y comercializacion, y haciendo el producto mas atractivo para el mercado.
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INTRODUCCION

El control de la mosca blanca en Colombia depende principalmente del uso de
insecticidas de origen quimico cuya categoria toxicolégica generalmente es tipo |, la
mas nociva para la salud humana y animal. Adicionalmente, se han presentado al-
tos niveles de resistencia a carbamatos y organofosforados en diferentes regiones
de nuestro pais (Cardona et al., 2001). Esta situacion evidencia la importancia de
buscar alternativas que sean ambientalmente sostenibles, que tengan un menor
impacto en la salud y que no afecten econémicamente a los agricultores, siendo
los esquemas de Manejo Integrado de Plagas (MIP) una opcién que combina es-
trategias quimicas, bioldgicas y culturales; de esta manera se reduce la frecuencia
de aplicacién de los productos quimicos y se mantienen las poblaciones que son
consideradas como plaga dentro de un rango que no afecte econémicamente la
produccion de los cultivos.

Una de las principales limitantes de los productos biolégicos cuando son em-
pleados en campo consiste en la incompatibilidad que estos presentan con los
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insumos usados dentro de las practicas tradicionales del cultivo. Diversos auto-
res han descrito los efectos adversos de los productos quimicos sobre los hongos
entomopatégenos (Poprawski y Majchrowicz, 1995; Yeo et al., 2003). Er y GOkce
(2004) evaluaron cinco fungicidas y seis insecticidas sobre dos aislamientos de |.
fumosorosea, los cuales presentaban actividad biolégica sobre Trialeurodes vapo-
rariorum en el cultivo de tomate bajo condiciones de invernadero. Los resultados
que obtuvieron evidenciaron el efecto de los pesticidas sobre la germinacion de los
conidios, y observaron que, de acuerdo con el fungicida evaluado, se inhibia entre
el 10% al 100% de la germinacion.

Asimismo, dentro de las perspectivas y cambios para la industria de biopla-
guicidas planteadas en el Congreso Internacional de Control Biolégico en Lucer-
na, Espana, en el ano 2009, se plantearon entre los retos para esta industria
incrementar la productividad y el rendimiento por hectarea, reducir los residuos
de insecticidas en los alimentos y promover nuevas alternativas de control am-
bientalmente sostenible, retos que segun la conclusion del Congreso sélo pueden
ser cumplidos si se establece como estrategia el uso de programas de Manejo In-
tegrado de Plagas (MIP), en donde se combinen estrategias quimicas y biolégicas
(Marcus, 2009).

Una formulacién a base de los conidios del hongo entomopatdgeno L. lecanii
se evalud bajo condiciones de campo contra Bemisia tabaci en un cultivo de toma-
te, presentando un rendimiento de 13,8 t/ha y una rentabilidad de $16.326.304
respectivamente, en comparacion con el rendimiento (13,6 t/ha) y la rentabilidad
($14.278.687) obtenida con el manejo tradicional dado por el agricultor (Espinel et
al., 2006).

Estos resultados fueron promisorios y permitieron plantear la opcién de eva-
luar dicha formulacion en otros cultivos afectados por la mosca blanca B. tabaci,
como son algodén, tabaco y berenjena, y ademas permitieron proyectar el uso del
bioplaguicida desarrollado en esquemas de Manejo Integrado, para lo cual se hace
necesario determinar la sensibilidad que los bioplaguicidas presentan hacia los
productos quimicos utilizados en los cultivos de interés. Teniendo en cuenta esto,
se planted como objetivo del presente trabajo evaluar la viabilidad in vitro de los
conidios, expresada como la germinacién y el nimero de unidades formadoras de
colonia (UFC) del hongo frente a la dosis completa, media dosis y un cuarto de la
dosis recomendada de cinco insecticidas y cuatro fungicidas, cominmente emplea-
dos en los cultivos de algodén, berenjena y tabaco.
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METODOLOGIA

Seleccion de los agroquimicos a evaluar

Se seleccionaron cuatro fungicidas y cinco insecticidas a partir del consenso
realizado con los agricultores sobre los productos quimicos cominmente emplea-
dos para el manejo convencional de plagas y enfermedades de los cultivos de algo-
don, tabaco y berenjena (Tabla 8). Los agricultores pertenecian a los departamen-
tos del Tolima, Huila y Cérdoba, y se encontraban involucrados en actividades de
transferencia relacionadas con el proyecto del que forma parte este estudio.

Tabla 8. Agroquimicos seleccionados para evaluar la sensibilidad

de los bioplaguicidas a base de L. lecanii.

Producto Ingrediente Dosis Media Un cuarto
(nombre comercial) activo completa dosis de dosis
Benomil® Benlate 1 g/l 0,5 g/l 0,25 g/I
Vitavax® Carboxin-Captan 10 g/I 5 g/l 2,5 g/l
Ridomil® Metalaxil-Mancozeb  12.5 g/I 6,25 g/I 3,12 g/I
Manzate?® Mancozeb 10 g/I 5 g/l 2,5¢g/l
Confidor® Imidacloprid 1,25 ml/I 0,6 ml/I 0,3 ml/I
Oportune® Buprofezin 3 ml/l 1,5 ml/I 0,75 ml/l
Actara® Tiametoxam 0,75 g/I 0,375 g/I 0,187 g/I
Malathion® Malathion 10 ml/I 5 ml/I 2,5 ml/l
Match® Lufenuron 2,5 ml/l 1,25 ml/I 0,625 ml/I

2 Fungicidas; Insecticidas

Bioplaguicida evaluado

El bioplaguicida evaluado correspondié a un producto que tiene como principio
activo los conidios del hongo entomopatégeno L. lecanii y como excipientes ma-
terias inertes que tienen como funcién proteger los conidios durante el proceso
de secado de la formulacion y de las condiciones adversas en campo, como la
radiacion ultravioleta. La forma de presentacion es un polvo mojable que tiene
una concentracion no inferior a 1 x 10° conidios/gramo y una germinacion igual o

superior al 80%.
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Determinacion de Ia germinacion de los conidios empleados como ingredien-
te activo de la formulacion

Como unidad experimental se tomé una caja de Petri con medio Agar Sabou-
raud, con adicién del agroquimico seleccionado. Se evaluaron tres concentraciones
correspondientes a la dosis completa, media dosis y un cuarto de la dosis recomen-
dada. Se tomé 1 g del producto bioldgico a evaluar, se suspendié en una solucién
de Tween 80 al 0,1% y a partir de esta suspension se realizaron diluciones seriadas,
inoculando 0,1 ml de las diluciones correspondientes a 1 x 102y 1 x 10 sobre las
cajas de Petri con el medio.

Cada unidad experimental se dejoé en incubacion a una temperatura de 25 °C
+ 2 °C por 24 horas. Después de este tiempo se corté un cuadrado de agar de 1
cm?y se adicion6 una gota de azul de lactofenol. Posteriormente, se llevd a cabo la
lectura de los conidios germinados y sin germinar en diez campos 6pticos o hasta
completar un total de 100 conidios y se calcul6 el porcentaje de germinaciéon. Como
tratamiento control se evalué la germinacion de los conidios en el medio Agar Sa-
bouraud sin presencia de agroquimico.

Para esta prueba se siguié un diseno experimental completamente al azar, con
tres repeticiones, y los resultados obtenidos con las tres dosis evaluadas se some-
tieron a una prueba de comparacion de medias de Tukey (& = 0,05%), con el fin de
determinar si se presentaron o no diferencias significativas con respecto al trata-
miento control y de esta manera establecer el efecto de cada agroquimico sobre la
germinacion del principio activo del bioplaguicida.

Determinacion del nimero de Unidades Formadoras de Colonia (UFC) de los
conidios empleados como ingrediente activo de la formulacion

En este caso, como unidad experimental se tom6 una caja de Petri con agar
papa sacarosa con el agroquimico seleccionado, y al igual que en el ensayo anterior
se evaluaron tres concentraciones (Tabla 8). A partir de las diluciones seriadas se
tom6 0,1 ml de la dilucién correspondiente a 1 x 108 y se inocul6 en las cajas de
Petri. Cada unidad experimental se dejo en incubacion a una temperatura de 25
°C + 2 °C por ocho dias. Posteriormente, se realizé el conteo de UFC en cada caja,
siguiendo un diseno experimental completamente al azar con tres repeticiones.
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Con los resultados obtenidos se calculé el nimero de UFC/gramo de bioplagui-
cida para cada tratamiento. Los datos fueron transformados con el logaritmo en
base 10 (log) y se realiz6 una comparacion de medias de Tukey (a = 0,05%).

Escala de sensibilidad

Teniendo en cuenta que no existe un parametro que permita establecer el ni-
vel de sensibilidad de los conidios del bioplaguicida a los agroquimicos evaluados,
se propuso una escala de sensibilidad en la que para cada dosis evaluada (dosis
completa, media dosis y un cuarto de la dosis), se asigné un valor de cero cuando
el tratamiento no presentd diferencias significativas con respecto al tratamiento
control y un valor de 10 cuando se presentaron dichas diferencias. Esto se realizo
con los resultados obtenidos en las pruebas de germinacion y UFC.

Finalmente, a partir de los valores asignados para cada tratamiento se hizo la
sumatoria considerando los dos parametros evaluados y se plante6 una escala de
sensibilidad que va desde 0 a 60, en donde los agroquimicos a los cuales los coni-
dios del bioplaguicida son mas sensibles presentan mayores valores, y los agroqui-
micos a los cuales los conidios son menos sensibles presentan menores valores.

RESULTADOS

Los ingredientes activos (i. a.) de los fungicidas evaluados pertenecen al grupo
de los bencimidazoles (Benlate), las fenilamidas (Metalaxil), inhibidores de la sulfo-
nato deshidrogenasa (SDHI) (Carboxin+Captan) y los ditiocarbamatos (Mancozeb).
Los i. a. de los insecticidas pertenecen al grupo de los neonicotinoides (Imidaclo-
prid, Tiametoxam), organofosforados (Malathion), inhibidores de la sintesis de la
quitina (Buprofezin) y las benzoilfenilureas (Lufenuron) (Tabla 8).

Para el producto a base de L. lecanii se pudo observar (figuras 13Ay 13B) que
con el fungicida Benlate se presentd una germinacion entre el 20% y el 50%, de-
pendiendo de la dosis evaluada, y con el fungicida Carboxin-Captan la germinacion
es igual o menor al 10% con las tres dosis evaluadas; en tanto que el tratamiento
control present6é una germinacion del 90%. En los dos tratamientos los resultados
son significativamente inferiores con respecto al tratamiento control (p<0,05). Para
el caso de los fungicidas Mancozeb y la mezcla de Metalaxil-Mancozeb se inhibio
completamente la germinacion de los conidios.
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Figura 13. Sensibilidad a fungicidas del bioplaguicida a base de L. lecanii (germinacion %).
A) Con Benlate; B) Con Carboxin-Captan.

En cuanto a la prueba de nimero de UFC con estos agroquimicos, se evidencio
gue los cuatro fungicidas evaluados inhibieron completamente el desarrollo de las
hifas del hongo, ya que no se observo la formacion de colonias (Tabla 9).

Tabla 9. Sensibilidad del bioplaguicida a base de L. lecanii (UFC (Log)).

Dosis
Producto Dosis completa Media dosis Un cuar.to de
dosis
Benlate® 0 0 0
Carboxin Captan? 0 0 0
Mancozeb? 0 0 0
Metalaxil-Mancozeb?® 0 0 0
Imidacloprid® 9,14 * 9,19 * 9,19 *
Buprofezin® 9,67 9,68 9,67
Malathion® 9,18 * 9,40 * 9,62
Tiametoxam® 9,18 * 9,52 9,70
Lufenuron® 9,61 9,60 9,61
Control 9,68 N. A. N. A.

2 Fungicidas; °Insecticidas
N. A.: no aplica

* Indica diferencias significativas con respecto al tratamiento control

Cuando se evalud el bioplaguicida a base de L. lecanii con los insecticidas, la
germinacion de los conidios fue igual o superior al 80% con las tres dosis evalua-
das del producto Imidacloprid. Asimismo, con Tiametoxam, Buprofezin y Malathion,
al evaluar la dosis media y un cuarto de la dosis recomendada la germinacion fue
superior al 70% y no se presentaron diferencias significativas con respecto al tra-
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tamiento control (p>0,05); sin embargo, con Tiametoxam y Malathion cuando se
evalud la dosis completa la germinacion fue significativamente inferior (menor a
10%). Finalmente, con el insecticida Lufenuron y un cuarto de la dosis no se presen-
t6 una reduccioén significativa en la germinacion con respecto al tratamiento control
(p>0,05) (figuras 14A, 14B, 14C, 14Dy 14E).
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Figura 14. Sensibilidad a insecticidas del bioplaguicida a base de L. lecanii (germinacion %)
A. Imidacloprid; B. Buprofezin; C. Tiametoxam; D. Lufenuron; E. Malathion.

En cuanto a la determinacién de UFC/g (Tabla 9), los productos Lufenuron y
Buprofezin no presentaron diferencias significativas con respecto al tratamiento
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control con las tres dosis evaluadas (p>0,05). Estos resultados sugieren que aun
cuando con estos productos se redujo la germinacion a las 24 horas, finalmente se
logré un porcentaje de germinacion y desarrollo de los conidios similar al obtenido
en el tratamiento control. Con los insecticidas Tiametoxam y Malathion se redujo
significativamente el nimero de UFC cuando se evalud la dosis completa para el
primer caso, y la dosis completa y media dosis para el segundo caso, respectiva-
mente (Figura 15).

Benlate

Lufenuron Imidacloprid Buprofezin

Figura 15. Sensibilidad de L. lecanii a agroquimicos (UFC).

En la Tabla 10 se presentan los resultados de sensibilidad asignados a partir
de los resultados obtenidos con cada agroquimico para la germinacién y el nimero
de UFC. En la Figura 16 se presenta la escala de sensibilidad sugerida. En general,
se pudo establecer a partir de los resultados obtenidos que el bioproducto a base
de L. lecanii es mas sensible a la accion de los fungicidas por su naturaleza, en
comparacién con la de los insecticidas.

Los cuatro fungicidas evaluados redujeron la germinacion de los conidios de
L. lecanii siendo de cero con los productos Metalaxil-Mancozeb y Mancozeb, e in-
hibieron completamente el desarrollo de las hifas del hongo, ya que no se observd
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Tabla 10. Sensibilidad de los conidios formulados de L. lecanii.

Dosis
Producto
Dosis completa Media dosis Un cuarto de dosis
Benlate® 0 0 0]
Carboxin Captan?® 0 0 0
Mancozeb? 0 0 0
Metalaxil-Mancozeb?® 0 0 0
Imidacloprid® 9,83 9,77 9,78
Buprofezin® 9,55 * 9,67 9,68
Malathion® 0= 0= 0=
Tiametoxam® 9,66 * 9,72 9,70
Lufenuron® 9,79 9,71 9,78
Control 9,78 N.A. N.A.
2 Fungicidas; °Insecticidas
Lufenuron |
Malathion : : l
Tiametoxam |
Buprofezin |
Benlate | [ |
Carboxin-Captan | ‘ | | \
Mancozeb | ‘ | | ‘
Metalaxil-Mancozeb | J‘ E r ‘{
0 10 20 30 40 50 60 70

O Efecto sobre el producto de L. lecanii

» Mayor sensibilidad

Figura 16. Escala de sensibilidad del producto a base de L. lecanii.

la formacion de UFC. Estos resultados evidenciaron que en las pruebas in vitro
llevadas a cabo, el desarrollo micelial presentdé mayor sensibilidad a la accién de
los fungicidas que la germinacion de los conidios. Resultados similares a los obte-
nidos por Bruck (2009) con Metarhizium anisopliae y por Moorhouse et al. (1992),
guienes también encontraron que el efecto de los fungicidas que evaluaron sobre
M. anisopliae fue mayor sobre el crecimiento del micelio que sobre la germinacién
de los conidios.
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El activo Mancozeb altera la respiracion celular, interrumpiendo el ciclo de Kre-
bs en varias de sus etapas (Lifan, 1997), en tanto que el Metalaxil inhibe la sintesis
de proteinas, impidiendo el desarrollo y el crecimiento del micelio, mecanismos que
posiblemente evitaron la germinacién y desarrollo de los conidios formulados del
hongo.

El fungicida Benlate se transform6 dentro de la célula fingica en metilbenci-
midazolil carbamato (MBC), y posteriormente a un mononucleétido activo. EIl MBC
actla interfiriendo la sintesis de ADN, la mitosis y la transcripcion de mensajes ge-
néticos de ADN a ARN (Lifan, 1997). Los resultados obtenidos evidenciaron que el
efecto de este fungicida y de los otros evaluados sobre los conidios de L. lecanii ge-
neralmente depende de la dosis. Los resultados de germinacién obtenidos fueron
superiores a los obtenidos por Garcia et al. (2007), quienes evaluaron la dosis com-
pleta, media dosis y un cuarto de la dosis de Benlate sobre los conidios sin formular
de Trichoderma koningii, encontrando que después de 24 horas la germinacién de
los conidios fue menor al 10% para las tres dosis evaluadas, lo que sugiere el efecto
particular del fungicida sobre cada hongo biocontrolador.

Con el fungicida Carboxin-Captan la germinacién de los conidios fue inferior al
50%. Este fungicida reacciona con las enzimas sulfhidrilicas para producir tiofosge-
no, sustancia toxica para las células flngicas, e interfiere con el proceso de respira-
cion celular (Linan, 1997). Bruck (2009) evalu6 el efecto del fungicida Captan sobre
los conidios de M. anisopliae y encontr6 que la germinacién se inhibié en el 100%.

Como se mencioné anteriormente, se presenté una mayor sensibilidad a los fun-
gicidas en comparacion con los insecticidas, como era de esperarse, puesto que los
primeros afectan directamente procesos del metabolismo del hongo, en tanto que
los insecticidas pueden tener como sitio blanco procesos propios de los insectos que
no afectan directamente a los hongos. Estos resultados difieren de los obtenidos
por lbarra y Varela (2002), quienes evaluaron la compatibilidad de varios hongos
biocontroladores -entre ellos Beauveria bassiana- con plaguicidas de uso comun
en la practica agricola, y encontraron en general que los aislados presentaron una
inhibicién mayor con los insecticidas que con los fungicidas, a excepcién de Benlate.

El producto Imidacloprid interfiere en la transmision de estimulos del sistema
nervioso, ya que excita las células nerviosas de los insectos al unirse a los recep-
tores de la acetilcolina (Linan, 1997). Este producto no afectd la germinacién del
bioplaguicida a base de L. lecanii pero si la formacién de UFC, que en las tres dosis
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fue significativamente menor (p<0,05) en comparacion con el control. Estos resul-
tados difieren de los obtenidos por Cuthberthson et al. (2005), quienes evaluaron
la compatibilidad de L. muscarium con Imidacloprid y obtuvieron un porcentaje de
germinacion inferior al 40%.

Con los insecticidas Buprofezin y Lufenuron, que inhiben la sintesis de quitina
en la cuticula de los insectos (Afipa, 1998), se presentd una germinacion superior
al 70% con las tres dosis evaluadas. Resultados similares a los presentados por
Cuthberthson et al. (2005), quienes obtuvieron un porcentaje de germinacién ma-
yor al 80% cuando se evalub el efecto del insecticida Buprofezin sobre los conidios
de L. muscarium. Al inhibir la sintesis de la quitina es posible que estos insecticidas
interfieran de alguna manera en el proceso de germinacion de los conidios, ya que
cuando este se inicia en el reticulo endoplasmatico se fabrica quitina y glucanos,
necesarios para la formacion de la pared celular. En cuanto al nimero de UFC no
hay una reduccion significativa.

Con el insecticida Tiametoxam, que actla como antagonista de los receptores
nicotinicos de la acetilcolina (www.syngenta.com), no se presentd una reduccion
significativa en la germinacion de los conidios ni en la formacién de UFC con respec-
to al control cuando se evalué media dosis y un cuarto de la dosis del insecticida,
en tanto que con la dosis completa en las dos variables se presentaron diferencias
significativas con respecto al control. Finalmente, con el insecticida Malathion, que
inhibe la colinesterasa por fosforilacion de la acetilcolinesterasa, la germinacion
del producto a base de L. lecanii es mayor al 70% con la dosis media y un cuarto
de la misma, resultados que no son significativamente diferentes de la germinacion
del tratamiento control. En cuanto a la formacién de UFC se observé una reduccién
significativa con respecto al control con la dosis completa y media dosis.

CONCLUSIONES

Con el fin de establecer la sensibilidad del bioplaguicida a base de los conidios
de L. lecanii a cuatro fungicidas y cinco insecticidas empleados para el control de
plagas en los cultivos de algodén, berenjena y tabaco, se evalu6 la germinacion y la
formacion de colonias de los conidios germinados y se propuso una escala de sen-
sibilidad con los resultados obtenidos (Figura 4), de acuerdo con la cual el producto
bioldgico evaluado es sensible a los cuatro fungicidas. En cuanto a los insecticidas,
para el bioplaguicida a base de L. lecanii se presentd una menor sensibilidad con
Buprofezin, Tiametoxam y Lufenuron.
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Finalmente, vale la pena tener en cuenta que diversos estudios han presentado
diferencias entre los resultados de sensibilidad a agroquimicos realizados in vitro e
in vivo, razén por la cual es preciso evaluar la sensibilidad de los conidios formula-
dos bajo condiciones de invernadero y de campo, y llevar a cabo pruebas que inte-
gren el uso de los productos biolégicos con los productos quimicos que presentaron
menor sensibilidad.
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GENERALIDADES DEL CULTIVO DE BERENJENA

La berenjena (Solanum melongena) tiene como origen geografico las zonas
templadas y subtropicales del sudeste asiatico. Existen registros que mencionan
su cultivo hace 4.000 anos en la India y Pakistan. Hacia el ano 1200 se cultivaba
en Egipto, desde donde fue introducida en la Edad Media a través de la Peninsula
Ibérica y Turquia para posteriormente, en la Edad Media, extenderse por el Medite-
rraneo y resto de Europa. Fue en el siglo XVII cuando se introdujo en la alimentacién
humana, tras ser utilizada en medicina para combatir inflamaciones cutaneas y
guemaduras. Los arabes, dentro de sus costumbres culinarias, trajeron a Colombia
esta hortaliza en los afos 30 del siglo XIX, constituyéndose en una parte funda-
mental y rica de la cocina del norte de Colombia y sobre todo del departamento de
Cérdoba (Araméndiz et al., 2008).

La berenjena pertenece a la familia de las solanaceas. Esta adaptada a tem-
peraturas entre 21° y 32 °C, soporta un periodo de sequia corto y se recomienda
para altitudes hasta de 1.200 metros sobre el nivel del mar. Es una planta arbusti-
va, de tallo semilenoso, con habitos bien sea postrado, intermedio y erecto. Es una
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planta anual aunque puede rebrotar en un segundo ano si se cuida y poda de forma
adecuada. Su sistema radicular puede alcanzar 1 m de profundidad. Sus tallos son
fuertes, de crecimiento determinado cuando se trata de tallos rastreros, que le dan
a la planta un porte abierto o de crecimiento indeterminado cuando son erguidos y
erectos, pudiendo alcanzar de 0,80 a 1,80 m de altura, dependiendo del genotipo
y de la fertilidad del suelo. Las hojas son de gran tamano, simples, con presencia
0 ausencia de espinas, alternadas, pecioladas y lobuladas; pueden tener mucha o
poca pilosidad. Las flores presentan un niamero de pétalos, sépalos y estambres
que oscila entre 6y 9, y los pétalos son de color lila a violaceo. Posee de 5 a 8 es-
tambres libres, erectos, amarillos y de filamentos cortos; y la dispersion del polen
es favorecida por la presencia de insectos (Figura 17).

La mayor parte de las variedades florecen en ramilletes de una a cinco flores,
una de las cuales es hermafrodita y de pedinculo corto y continuo desde el tallo
hasta el caliz, dando lugar a un fruto comercial, mientras que el resto de las flores
abortan o dan lugar a un fruto pequeno y de mala calidad. La fecundacion de la
flor es de tipo autégama (el polen que fecunda el 6vulo procede de los estambres
de la misma flor), pero en nuestro medio, con ambientes muy himedos, es preva-
lentemente alégama (el polen procede de otra flor de la misma o de otra planta)
debido a la accién de insectos como la abeja Apis mellifera, cuya mayor actividad
polinizadora se presenta en los dos semestres y de preferencia entre las 9y 10 am.
(Araméndiz et al., 2006, Pérez, 2006).

Figura 17. a. Planta de berenjena; b. Flor de berenjena; e. Fruto alargado de berenjena.

El fruto es una baya que puede ser redonda, ovalada, alargada o globosa, de
color negro, morado, blanco, blanco jaspeado de morado o verde, normalmente
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brillante (Figura 17c). Presenta pequenas semillas de color amarillo, con un poder
germinativo que oscila entre 4 y 6 anos. Un gramo de semilla puede llegar a conte-
ner entre 250 y 300 unidades.

Su fruto contiene una pequena cantidad de agua, mientras su porcentaje de
hidratos de carbono, proteinas y grasas es muy bajo. Carece de fibra, excepto una
pequena cantidad en la corteza y las semillas. El mineral mayoritario es el potasio,
ademas de pequenas cantidades de calcio, magnesio y fésforo. Respecto al con-
tenido vitaminico se destaca su pequena cantidad de vitamina C, pro vitamina Ay
folatos.

La composicion nutricional de la variedad 015 de berenjena, con la cual se
realizé el trabajo descrito en este capitulo, es la siguiente: para 100 g de muestra
cocida, los valores medios son: 90,7 g de agua; 0,19 g de ceniza; 1,19 g de pro-
teinas; 7,73 g de carbohidratos; 1,76 g de fibra cruda; 0,74 mg de hierro; 77 mg
de potasio; 29,7 mg de sodio; 9,31 mg de fosforo; y 42,4 mg de calcio (Garcia et
al., 2003).

En el cultivo de berenjena se presentan varios factores limitantes de la pro-
duccion, ocasionados, entre otros, por la ausencia de riego en la época seca y
los problemas fitosanitarios, destacandose las plagas y enfermedades. Entre las
plagas de mayor importancia en este cultivo estan la mosca blanca (Bemisia taba-
ci), la chinche de encaje Corythaica cyathicollis (Hemiptera Heteroptera: Tingidae),
Thrips palmi, especies de crisomélidos y el barrenador del tallo Faustinus apicalis
(Coleoptera: Curculionidae). Las dos primeras pueden causar el debilitamiento y
alteraciones fitotoxicas en las plantas, asociadas con la presencia de fumaginas
que desmejoran la calidad del fruto (Mestra, 2003) (Figura 18); las dos siguientes
pueden causar tanto debilitamiento de la planta como dano de la presentacién del
fruto; y la dltima plaga barrena el tallo, debilitando la planta y causando la caida de
ramas y frutos (Rizzo, 1976).

Paralelo a esto, se presentan enfermedades que limitan el cultivo. Entre las
de mayor importancia por su incidencia y severidad en los lotes productores se
encuentran las causadas por Sclerotium rolfsii y Fusarium sp. Estos hongos se pue-
den presentar desde el semillero hasta la época de produccion, en donde causan
pérdidas de 40 a 60% dependiendo de la severidad de la enfermedad (Ortiz, 2005).
La caracteristica principal de la presencia de estas enfermedades es el amarilla-
miento de la planta; en el caso de Sclerotium se forma un necrosamiento del tejido
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del cuello de la raiz en forma de abanico, y para Fusarium se presenta de forma
sistémica afectando los tejidos vasculares (las dos enfermedades son causantes
de muerte en las plantas).

Figura 18. Cultivo de berenjena afectado por fumagina (hojas oscuras).

En los departamentos de Coérdoba, Sucre y Bolivar (Colombia) se siembran
aproximadamente 374 ha de berenjena, que representan el 72% de la produccién
nacional. El rendimiento de los cultivares regionales alcanza 16 t/ha, y se cultivan
en areas que oscilan entre 1.000 y 2.500 m? por productores minifundistas, cam-
pesinos sin tierras y trabajadores en actividades agropecuarias (Araméndiz et al.,
2008). En general, los productores no utilizan semillas certificadas ni mejoradas,
simplemente las toman de sus cultivos ocasionando una mezcla de poblaciones
genotipicas. La berenjena seria un ejemplo interesante como cultivo alternativo a
otros cuyos mercados pueden estar saturados, teniendo en cuenta que la demanda
de importacién y consumo en el mercado estadounidense y canadiense es grande
y presenta grandes expectativas de firmas de tratados de libre comercio (TLC) con
estas naciones.

En la Unién Europea los principales importadores son: Espana con 87.254 to-
neladas y Holanda con 48.523 toneladas (CIRAD, 2009). En el 2010, los Estados
Unidos exportaron 5.650 toneladas e importaron 70.900 toneladas, avaluadas en
64,4 millones de délares, siendo México el pais que suministré el 80% del volu-
men, seguido por Canada (www.agmrc.org, 2011). A nivel mundial se dispone de
datos del ano 2008, los cuales ubican a China como el principal productor con
23.748.144 toneladas, seguido por la India con 9.678.000 toneladas y Egipto con
1.242.670 toneladas. México es el primer productor en las Américas, con 56.000
toneladas (FAO, 2008).



Uso de Lecanicillium Lecanii para el control de la Mosca Blanca Bemisia Tabaci en algoddn y berenjena -
“Evaluacion y validacion de bioplaguicidas o base de hongos entomapatégenos para el manejo de mosca blanca Bemisia tabaci en algodan, tabaco y berenjena en Tolima, Cordoba y Huila”

Evaluacion de un bioplaguicida a base de Lecanicillium lecanii dentro de un
sistema MIC para el manejo de Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera-Homop-
tera: Aleyrodidae) en un cultivo de berenjena de Cereté (Cordoba)

La mosca blanca ha generado un impacto econémico negativo en cultivos de
algodon, yuca, hortalizas, ornamentales y leguminosas de grano en el pais. Con la
llegada a Colombia del biotipo B de Bemisia tabaci, el cual desplaz6 al biotipo A
en la Costa Atlantica y en otras zonas del pais (Quintero et al., 2001), aumento el
riesgo de ampliacion del rango de hospederos, la transmisién de virus, la induccion
de desordenes fisiolégicos y en especial la resistencia a los insecticidas de sintesis
guimica utilizados, como los organoclorados, organofosforados, carbamatos y pire-
troides, asi como insecticidas mas novedosos como reguladores de crecimiento y
neonicotinoides (Cardona et al., 2001).

Lo anterior hace de este insecto plaga un blanco de medidas que contribuyan a
mitigar dicho impacto, siendo el control biolégico una alternativa viable, ambiental-
mente amigable y eficaz, como un componente dentro de una estrategia de manejo
integrado de la plaga (MIP) que propendan por la sostenibilidad ecolégica y econé-
mica del cultivo.

Con el fin de evaluar un bioplaguicida a base de Lecanicillium lecanii para el
manejo de B. tabaci en un sistema de Manejo Integrado del Cultivo (MIC) de be-
renjena en el municipio de Cereté (Cérdoba), se establecieron dos parcelas, cada
una con un area de 2.500 m2. En la primera se implementd una estrategia MIC que
contd con componentes culturales, quimicos, etolégicos y biolégicos, adaptados a
las condiciones del trépico e incluso en ocasiones implementados tradicionalmente
por productores de la region.

Dichas medidas correspondieron a la implementacion de aplicaciones del bio-
plaguicida a base de L. lecanii al semillero y sitio definitivo (con 40% de infestacion
de mosca blanca), la instalacion de trampas amarillas pegajosas, liberaciones de
Delpasthus spp., el establecimiento de una barrera viva (maiz en relevo + sorgo
dulce, por ejemplo) y la reduccion en un 30% de la aplicacién de fertilizantes ni-
trogenados. Para el manejo de otros problemas como Spodoptera, Thrips palmi,
la pudricién de plantas y de frutos, se emplearon estrategias de manejo que no
interfirieran con el de la mosca blanca, tales como la aplicacion de un bioplaguicida
a base de Trichoderma koningiopsis en semillero y en sitio definitivo, la siembra en
caballones, el establecimiento de nidos de avispas angolitas (Polybia occidentalis)
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empleadas comlinmente en lotes de maiz y algodén en la zona, tutorado y poda de
ramas vegetativas bajeras, remocion de flores extras, aplicaciones preventivas de
fungicidas, recoleccion y enterrado de frutos enfermos, entre otras (Figura 19).

Figura 19. Estrategias de manejo integrado del cultivo de berenjena en Cereté, Cérdoba. a.
Trampa amarilla pegajosa; b. Barrera viva; ¢. Nidos de Polybia occidentalis; d. Avispas predando
larvas; e. Planta con tutoreo y con hojas bajeras podadas.

En la segunda parcela de igual area el agricultor implementé el manejo tradi-
cional, el cual correspondi6 a la aplicacion de insecticidas de ingredientes activos
como el Tiametoxam + Lambdacialotrina, metil fosforoditioato, clorpirifos y profeno-
fos, aplicados para insectos como pulguilla, hormiga, mosca blanca y acaros.

En las dos parcelas se establecié el nivel de poblacion de mosca blanca sema-
nalmente, en donde se registro en la parcela con manejo tradicional (agricultor) un
promedio de adultos de mosca blanca entre 5y 35 individuos, pico que se presentd
entre las semanas 30 a la 32; entre tanto que para la parcela MIC, el promedio de
adultos de mosca blanca no super6 los 3 individuos a lo largo de todo el ciclo de
cultivo (Figura 20).

Las medidas tomadas en la parcela MIC favorecieron el establecimiento de in-
sectos benéficos como Chrysopa sp., Coleomegilla sp. y en especial Delphastus
pusillus, los que pudieron ejercer un papel regulador sobre la plaga blanca, siendo
evidente en las evaluaciones efectuadas, ademas del efecto en otras plagas de
interés econémico para el cultivo.

Con respecto a la produccién obtenida en la parcela con manejo integrado del
cultivo y la parcela con manejo tradicional, esta fue de 19,5y 12,7 t/ha, con un
ingreso bruto superior a los 10,3 y 6,5 millones de pesos, respectivamente. Aunque
los costos de produccién fueron mas altos en la parcela MIC en relacién con los
costos de la parcela de manejo tradicional (5,3 y 5,1 millones de pesos, respecti-
vamente), la mayor relacion beneficio-costo se obtuvo en la parcela MIC, la cual fue
de 1,95, mientras que en la parcela de manejo tradicional fue de 1,2 (Figura 21).
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Figura 20. Poblacion de adultos de mosca blanca en parcela MIC y agricultor en el cultivo
de berenjena en Cereté, Cordoba (las flechas indican aplicaciéon de productos contra B. tabaci
aplicados en las dos parcelas).

Figura 21. Berenjenas cosechadas en la parcela MIC (a) y tradicional (b).

En cuanto a la distribucion de la inversién por rubros, aquel que presenté el mayor
porcentaje de participacion fue el de labores (mano de obra), el cual fue del 30%,
seguido por la fertilizacion con el 23 'y 26%; y para el de control de insectos de 24%
y 21%, respectivamente para la parcela MIP y la parcela de manejo tradicional (Fi-
gura 22).

Simultaneamente se realizd un seguimiento de la actividad biocontroladora del
bioplaguicida a base de L. lecanii sobre ninfas de B. tabaci. Para tal fin se llevo a
cabo la elaboracién de una tabla de vida horizontal sobre individuos de mosca blan-
ca presentes en las dos parcelas. Las tablas de vida horizontales son un método ro-
busto y conveniente para describir la mortalidad en una poblacién y para entender
el papel complementario de los bioplaguicidas y otros agentes de control biologico
en la supresién de la poblacion de la plaga (Naranjo et al., 2004).
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Figura 22. Participacion porcentual de costos de produccion en la parcela MIC
y tradicional en el cultivo de berenjena en Cereté, Cordoba.

En cada una de las parcelas (MIC y tradicional) se determiné la supervivencia
instar especifica por medio de una tabla de vida horizontal, segln la metodologia
modificada de Edillo et al. (2004). En esta se determiné la supervivencia entre los
estados de desarrollo de una misma generacioén. Para tal fin, se seleccionaron al
azar 30 plantas por cada una de las parcelas y se marcaron hojas del estrato su-
perior en las que hubo presencia de posturas o ninfas de segundo instar de mosca
blanca (N1). Se conté el nimero total de ninfas de segundo instar y se realiz6 una
revision cada dos dias con el fin contar el nimero de individuos sobrevivientes del
instar siguiente. Se llevo a cabo esta revisién hasta cuando se evidenciaron exuvias
de mosca blanca con la abertura dorsal en forma de “T”, caracteristica de la emer-
gencia de adultos de B. tabaci.

Basados en los datos registrados, se calcul6 el indice de supervivencia instar
especifica con la féormula:

Si=n/(n -1)

Donde ni es el nimero total de inmaduros que entraron al instar i, y ni - 1 es el
ndmero de individuos vivos en el instar previo.

Al tiempo de la revision de las ninfas se determinaron los factores de mortali-
dad, seguimiento que se realizé6 por medio de una lente de aumento. Se registro la
posible causa de la muerte del insecto seglin las descripciones hechas por Naranjo
et al. (2004), teniendo en cuenta que la formacidén de micelio o aplastamiento com-
pleto del cuerpo de la ninfa con el cuerpo completamente momificado (duro), es
causada por el hongo entomopatégeno. El cuerpo de la ninfa cortado en pedazos
con evidencia de la accién de corte por mandibulas es propio de la muerte por un
depredador. Cuerpos de ninfas con la marca de un par de orificios equidistantes
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en alguna zona de dorso es evidencia de accién depredadora de larvas de Chryso-
pas. La depredacion de chinches se evidencia porque en la mayoria de los casos
dejan restos del contenido interno de la ninfa. El parasitismo en estados larvarios
iniciales se evidencia porque las dos estructuras amarillas apareadas presentes
en las ninfas de mosca blanca (mycetomas) que normalmente se encuentran en el
centro del cuerpo, se ubican desplazadas hacia los extremos laterales del mismo.
Al evidenciar exuvias de mosca blanca con orificios circulares en el dorso o en otro
lugar del cuerpo, en lugar del orificio en forma de “T”, se definié como parasitada.

Durante la determinacion de la tabla de vida horizontal, se realiz6 una apli-
cacion tanto del bioplaguicida a base de L. lecanii como del insecticida quimico
Imidacloprid en las parcelas respectivas. Debido a que la toma de datos se realiz6
durante un periodo de 12 dias (tiempo de desarrollo de los estados ninfales del
insecto), no fue necesario hacer mas de una aplicacion contra éste.

En la parcela MIC se observo que la eficacia del bioplaguicida fue significativa
desde el segundo instar ninfal, con un 52,4% de mortalidad (Tabla 11, Figura 23),
tendencia que se conservo en el tercer instar, con un 53,7% de mortalidad dentro
de los diferentes factores registrados. Al concluir el bioensayo, el bioplaguicida oca-
sion6 el 67% de mortalidad y se present6 un 4,4% de depredacion; en esta parcela
no hubo evidencia de parasitismo (Tabla 12). El mayor porcentaje de mortalidad por
el hongo en los primeros instares es cominmente registrado. Espinel y colaborado-
res (2009) evaluaron en laboratorio el efecto del aislamiento VIO26 (principio activo
del bioplaguicida) sobre estados ninfales de B. tabaci, y encontraron que el primero
y el segundo instar fueron los mas susceptibles, con el 68 y 79% de eficiencia, res-
pectivamente. Resultados similares fueron obtenidos por Garcia (1996) al evaluar
el efecto de 46 aislamientos de L. lecanii sobre estados de desarrollo inmaduros
de la mosca blanca T. vaporariorum. En dicho trabajo, la mayor susceptibilidad se
encontré con el aislamiento VIO26, el cual al ser aplicado sobre el segundo estadio
ninfal ocasioné el 100% de mortalidad a los 15 dias posaplicaciéon a una concentra-
cion de 1x108 conidios. mL2. Gindin et al. (2000), al evaluar 35 aislamientos de L.
lecanii sobre huevos, ninfas y adultos de B. tabaci (biotipo B), encontraron la mayor
susceptibilidad sobre ninfas de primer estadio, recién emergidas de los huevos,
con una mortalidad que oscil6 entre el 95 y el 98%.

En la parcela tradicional se presentd un 20,9% de mortalidad en el segundo ins-
tar, producto de la aplicacion del insecticida quimico, pero no hubo un efecto mayor
durante los otros estados de desarrollo (Tabla 12). Al finalizar el ensayo, la mortali-
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dad total por efecto de Imidacloprid fue de 21,4%. En contraste con la parcela MIC,
en la tradicional estuvo presente el factor de mortalidad por parasitismo (14,7%)
y fue significativamente mayor la depredacion (21%). Esto puede deberse a que el
hongo entomopatdgeno ejerceria una competencia por el recurso, en este caso las
ninfas, con otros agentes de control biolégico como los depredadores y sobre todo
con los parasitoides. Estos Gltimos se valen de diferentes sefales para localizar el
hospedero, bien sea por medio de kairomonas originadas por el hospedero, como
deyecciones y seda, entre otros, aunque generalmente utilizan mecanismos multi-
sensoriales empleando la combinacion de estimulos quimicos, visuales y mecani-
cos (Sharkey y Fernandez, 2006). Una vez localizado el hospedero viene la etapa
de aceptacion, en la que se evalla la calidad del mismo, como la edad y el tamaio,
siendo muy importante buscar si existe parasitacion intraespecifica previa, eviden-
ciada por feromonas de senalizacion, o interespecificas, efectuadas por hongos
entomopatégenos (Cabello, 2006). De esta manera, los parasitoides seleccionan
de manera minuciosa a su presa, y al encontrar ninfas de mosca blanca con signos
de enfermedad flingica buscarian nuevos hospederos.

En ambas parcelas la desaparicién de ninfas fue un factor importante, con el
22,2% vy el 34,7% en MIC y tradicional, respectivamente. Se establecié la desapari-
cién como una causa de mortalidad, aunque no se pudo establecer si fue producto
de factores bidticos o abidticos que generan el desprendimiento de las ninfas de
las hojas.

Figura 23. a. Marcaje de ninfas de
B. tabaci en las hojas de berenjena
de la parcela MIC; b. Ninfa de B.
tabaci infectada por L. lecanii; c.
Ninfas de B. tabaci con esporula-
cién de L. lecanii.
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Tabla 11. Tabla de vida horizontal de la poblacién de ninfas de B. tabaci
presentes en la parcela MIC de berenjena.

X nx Lx dxF Dx 100 gx
Entomopatégeno

Desaparicion

Depredacion

1 inst 202 100

Total
Entomopatégeno 106 52,4
. Desaparicion 36 17,8
2 inst 202 100 Depredacién 6 3
Total 148 73,2
Entomopatégeno 29 53,7
3inst 54 18.8 Desaparicion 5 9,2
Depredacion 1 1,8
Total 35 64,7
4 inst Entomopatégeno
8 2.7 Desaparicion 4 50
Depredacion 2 25
Total 6 75

x: intervalo de edades; nx: nimero de sobrevivientes al inicio de x; Ix: proporcion de sobrevivientes al inicio de x; dxF:
factor causante de la mortalidad; dx: nimero de muertos entre x y x+1; 100qgx: tasa de mortalidad entre x y x+1.

La supervivencia de las ninfas en cada instar, evidenciada por el indice de su-
pervivencia instar especifica, fue menor en la parcela MIC que en la tradicional. Se
observé que desde el segundo instar el indice se reduce significativamente debido
al efecto del bioplaguicida. En la parcela tradicional, el indice se reduce a una tasa
menor, evidenciado por la menor mortalidad encontrada por el insecticida bioldgico
(Tabla 14).

Teniendo en cuenta que la relacién beneficio-costo para las dos parcelas fue
superior a uno, siendo mayor en la parcela MIC (1,95), esto permite inferir que la
implementacion de este tipo de estrategia es econdmicamente viable y sostenible,
ademas de contribuir a mitigar el impacto negativo de los agroquimicos, sobre los
productores, el medio ambiente, y reducir la posible residualidad de moléculas qui-
micas en el producto final a consumir, nocivas para la salud.
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Tabla 12. Tabla de vida horizontal de la poblacién de ninfas de B. tabaci
presentes en la parcela de manejo tradicional de berenjena.

X nx Lx dxF dx 100 gx
Insecticida

Desaparicion

Depredacion

1inst 210 100

Total
Insecticida 44 20,9
Desaparicion 35 16,6
2 inst 210 100 Depredacion 12 5,7
Parasitismo 15 7,1
Total 106 50,3
Insecticida 1 0,9
3inst 104 30,5 Desaparicion 23 22,1
Depredacion 30 28,8
Parasitismo 15 14,4
Total 69 66,2
Insecticida
Desaparicion 15 42,8
4 inst 35 10.3 Depredacion 2 5,7
Exuvias 16 45,7
Parasitismo 1 2,8
Total 34 97

X: intervalo de edades; nx: niimero de sobrevivientes al inicio de x; Ix: proporcion de sobrevivientes al inicio de x; dxF:
factor causante de la mortalidad; dx: nimero de muertos entre x y x+1; 100gx: tasa de mortalidad entre x y x+1.
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Tabla 13. Factores de mortalidad de ninfas de B. tabaci encontrados
en el ensayo de tabla de vida horizontal del cultivo de berenjena.

Parcela Tradicional

Factores de mortalidad Parcela MIC (%) %)
Bioplaguicida a base de L. lecanii 67 0
Insecticida quimico Imidacloprid 0 21,4
Depredacion 4,4 21
Parasitismo 0 14,7
Desaparicion 22,2 34,7

Tabla 14. indice de supervivencia instar especifico de ninfas de B. tabaci
encontrado en el ensayo de tabla de vida horizontal del cultivo de berenjena.

Cultivo de berenjena

Instar Parcela MIC Parcela Tradicional
S, 1 1
S, 0,26 0,50
S, 0,14 0,33
S, 0,25 0,48
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GENERALIDADES DEL CULTIVO DE ALGODON

El algodén es la planta textil de fibra suave mas importante del mundo, y su
cultivo es de los mas antiguos. Fue el primer textil en la India, centro principal de la
produccion y transformacién de la fibra algodonera por mas de 3.000 anos. A tra-
vés del tiempo el cultivo fue expandiéndose a otros paises de Asia, Africa y Europa.

El algodonero es cultivado en mas de 60 paises en el mundo, en un area de
mas de 34 millones de hectareas. Cada afio se producen cerca de 20 millones de
toneladas por un valor de 35 millones de délares. Esto demuestra su importancia
mundial (Silva, 2005).

El algoddn pertenece al género Gossypium, familia Malvaceae, el cual compren-
de un amplio nimero de especies. Citologicamente las especies de este género se
pueden dividir en diploides (n=13) y tetraploides (n=26), cuya distribucion geogra-
fica se encuentra por todo el mundo. De las especies diploides Gnicamente G. her-
baceumy G. arboreum han sido cultivadas comercialmente, y alin son importantes
en &reas restringidas de la India, Asia y Africa. Entre las tetraploides del Nuevo
Mundo, solamente G. hirsutum y G. barbadense se cultivan ampliamente y son las
responsables del 98% de la produccién mundial de fibra de algodon. En Colombia
la especie de algodon cultivada comercialmente es Gossypium hirsutum L., origina-
ria de México y Centro América (Negrete et al., 2009).
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En Colombia, por su condicién de pais tropical el algodon es un producto agri-
cola de ciclo semestral, con dos temporadas algodoneras en el ano, lo que permite
garantizar continuidad en la oferta. La duracién total del ciclo desde la siembra
varia entre 100 y 140 dias.

La temporada “Costa-Meta” inicia sus siembras a mediados de cada ano y re-
colecta la produccién entre diciembre y marzo del siguiente ano, tradicionalmente
en los departamentos de Atlantico, Bolivar, Cesar, Cérdoba, La Guajira, Magdalena,
Sucre, Casanare, Meta, Guaviare y Vichada. Generalmente es la temporada que
aporta el mayor porcentaje de la produccién nacional, con un promedio del 70%.
La temporada del “Interior” inicia sus siembras a comienzos del ano y cosecha
su produccion entre julio y octubre de cada ano en los departamentos de Caldas,
Cauca, Cundinamarca, Huila, Risaralda, Tolima y Valle del Cauca, los cuales apor-
tan aproximadamente el 30% de la produccion nacional. Para los meses en que no
hay cosecha la industria debe acopiar y almacenar el algodén, de modo que el pais
garantiza cierta continuidad en la oferta (Agrocadenas, 2005).

Para 2010, la produccion mundial de fibra fue de 19,3 millones de toneladas,
siendo China el principal productor del mundo, con 4,4 millones de toneladas. Ac-
tualmente, el consumo de algodén per capita mundial y de Colombia es de 3,08 y
1,87 kg respectivamente, mientras que el mayor productor en América es Estados
Unidos con 3,7 millones de toneladas, que también es el mayor exportador del
mundo, con 1,4 millones de toneladas; entretanto, el mayor importador del mundo
es Indonesia, con 578 mil toneladas, y en América es México, con 425 mil tonela-
das (FAOSTAT, 2011).

La produccién de fibra de algodoén en Colombia del afno 2010 cerré en 36.165
toneladas, superando la produccion del arno 2009 que tan solo fue de 29.868 to-
neladas. Esto se ve reflejado en el area sembrada, ya que en el aio 2010 se sem-
braron 44.655 hectareas, mientras que en el afno 2009 se sembraron 38.271 hec-
tareas. Este nivel de produccion dio como resultado para el 2010 un rendimiento
nacional de 810 kg/ha y generd durante todo el afio 93.133 empleos directos en
Colombia (Conalgod6n, 2011).

En la zona interior del pais los registros histéricos muestran que el area sem-
brada en el ano 2010 fue de 14.112 hectareas, lo que generd 35.145 empleos
directos. Dentro de esta area sembrada, el departamento del Tolima participé con
el 78%, es decir, 10.967 hectareas, logrando un rendimiento promedio de algodén
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fibra de 1.053 t/ha. Sin embargo, este cultivo es a su vez un sistema productivo al
que le falta mejorar en aspectos como la productividad, la calidad y la eficiencia en
la produccién de la fibra de algoddn (Conalgodén, 2011).

Uno de los grandes problemas del cultivo del algodoén es el ataque de plagas y
enfermedades, que exige gran cantidad de aplicaciones de productos quimicos que
afectan la salud humana y el medio ambiente, ademas de tener una alta incidencia
sobre los costos de produccion, que afectan negativamente la competitividad del
cultivo por los altos niveles de residualidad causada por el uso de pesticidas. A
pesar de los avances logrados en otros paises en programas de erradicacion de las
plagas, en Colombia los insecticidas de origen quimico siguen siendo la principal
herramienta, lo cual conlleva un riesgo importante por su utilizacién continua que
puede aumentar la resistencia de las plagas que se combaten con estos.

En los ultimos anos la mosca blanca se ha convertido en una limitante fitosani-
taria en el cultivo de algodon. A la fecha, el Gnico método de control eficiente es el
uso de insumos de sintesis quimica que afectan directamente el medio ambiente y
los costos de produccion.

Altas poblaciones de mosca blanca (inmaduros y adultos) alimentandose en el
follaje pueden afectar los procesos fisiologicos de las plantas produciendo debili-
tamiento, amarillamiento, deformacién del follaje y hasta defoliacién. Como conse-
cuencia de este dano, puede presentarse reduccion en los rendimientos del cultivo
de algodon.

Figura 24. Adultos de mosca blan-
ca (Foto: http://es.wikipedia.org/
wiki/Archivo:Bemisia_tabaci_from_
USDA_1.jpg).

Aun cuando los danos directos pueden ocasionar reduccién en la produccion, el
dano principal en algodon se relaciona con los danos indirectos, los que correspon-
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den a la acumulacién sobre las diferentes estructuras de las plantas de secrecio-
nes azucaradas (miel de rocio) producidas tanto por las ninfas como por los adul-
tos, sustancia que favorece el crecimiento de la fumagina (hollin), que interfiere y
reduce la fotosintesis y otros procesos fisiologicos, ademas de afectar la calidad de
la fibra por manchado. La secrecién de sustancias azucaradas ocasiona que la fibra
se torne pegajosa, y es rechazada por la industria por afectar su procesamiento en
las maquinas desmotadoras de alta velocidad, representando el dano econémico
mas grave causado por la mosca blanca en el cultivo de algodén (Figura 25).

Figura 25. Dano causado por
secreciones de adultos de
mosca blanca.

Los huevos de mosca blanca son de forma oval sub-eliptica y delgada (en pun-
ta) hacia el extremo distal, amplia en la base y provistos de una especie de peciolo
que les sirve de anclaje, ya que la hembra al ovipositar introduce esa estructura en
el tejido de la planta. Miden en promedio 0,21 mm de largo y 0,09 mm de ancho
en la parte mas ancha.

Son puestos en el envés de las hojas, algunas veces en grupos en circulos o
semicirculos, dependiendo de la textura de la superficie de la hoja. Los huevos re-
cién puestos tienen un corién suave, amarillento y brillante, cubierto por un polvillo
blanco proveniente de las alas de la hembra. El periodo de incubacién varia con la
temperatura y la humedad relativa, y la duracion del estado de huevo varia entre
seis y siete dias.

La ninfa pasa por cuatro instares y un estado conocido como pupa al final del
cuarto instar (Figura 26). Una vez eclosionado el huevo, emerge una pequena ninfa
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gue mide alrededor de 0,27 mm de largo, es movil y se desplaza sobre la superficie
de la hoja hasta que encuentra un lugar apropiado para alimentarse, introduce su
aparato bucal y se fija alli, donde trascurrira el resto del estado de ninfa sin volverse
a desplazar.

Los instares se diferencian principalmente por cambios en el tamano y acu-
mulacion de sustancias cerosas sobre su cuerpo. Una vez terminado el estado de
ninfa, dura de 15 a 17 dias y emerge el adulto por una abertura dorsal en forma de
“T” invertida.

Figura 26. Estados de ninfa de B. tabaci. A. ninfa 1; B. ninfa 2;
C. ninfa 3; D. ninfa 4. (Fotos: Piedrahita, Camilo).

El adulto de la mosca blanca (B. tabaci) recién emergido presenta el cuerpo
blando y una coloracién blanca amarillenta, pero después de unas pocas horas
cambia a completamente blanca debido a la acumulacion de polvo de cera sobre el
cuerpoy las alas. El cuerpo de las hembras mide aproximadamente 1 mm de largo
y el de los machos un poco menos. El adulto presenta dos pares de alas cubiertas
de polvo de cera, que sobrepasan la longitud del cuerpo. La duracién del esta-
do adulto varia considerablemente de machos a hembras, siendo de 5 a 15 dias
para los primeros y de 5 a 32 para las hembras. Algunos estudios indican que una
hembra es capaz de ovipositar hasta 300 huevos durante su vida y que los huevos
de hembras virgenes producen machos, mientras que las que han copulado dan
origen a los dos sexos. En condiciones tropicales, B. tabaci puede tener de 11 a 15
generaciones por ano.

USO DE Lecanicillium lecanii Y PRACTICAS DE MANEJO INTEGRADO (MIC)
ORIENTADAS AL CONTROL DE MOSCA BLANCA EN EL CULTIVO DE ALGODON EN
TOLIMA

El presente capitulo tiene como objetivo plantear algunas practicas de manejo
integrado del cultivo del algodén en el departamento del Tolima, enmarcadas en un
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contexto ambiental y econdmicamente aplicable, para disminuir el impacto negati-
vo del cultivo en el medio ambiente. De esta forma, se pretende orientar al produc-
tor en la sustitucion gradual de la aplicacién de productos quimicos en el control de
plagas y en la disminucion de la fertilizacion quimica, por alternativas ecolégicas
como la disminucion de la cantidad de fertilizante nitrogenado y practicas de ma-
nejo integrado del cultivo.

Con el fin de evaluar un bioplaguicida a base de Lecanicillium lecanii para el
manejo de Bemisia tabaci en el cultivo de algodén en el departamento del Tolima,
se disend una estrategia de manejo integrado del cultivo (MIC) enmarcada en un
contexto ambiental y econdmicamente viable. La evaluacion en condiciones de
campo se llevd a cabo en el municipio El Espinal (Tolima) a 323 msnm, la cual
consistid en establecer dos parcelas experimentales cada una con un area de
2.500 m?; una llamada MIC en donde se incluy6 uso del bioplaguicida a base del
entomopatégeno Lecanicillium lecanii para el control de la mosca blanca, y la
otra llamada agricultor, en donde se hizo un manejo tradicional del cultivo hecho
por el agricultor.

Dentro del esquema MIC se implementaron las siguientes practicas:

Fecha de siembra. La siembra se efectud en la fecha oportuna de acuerdo con
la Resoluciéon 30 de 2011 del Instituto Colombiano Agropecuario (ICA), con el pro-
posito de romper los ciclos de vida de los insectos plaga.

Uso de semilla certificada. Se us6 semilla certificada con tecnologia Bt, que
ofrece calidad y sanidad al cultivo. Ademas ofrece proteccion contra Spodoptera y
confiere resistencia a herbicidas.

Tratamiento de semilla. Con el objetivo de disminuir los niveles de aplicacion
de nitrogeno quimico y mejorar el desarrollo de la planta antes de la siembra, la
semilla se tratdé con Monibac, un biofertilizante producido por Corpoica a base de la
bacteria Azotobacter chroococcum fijadora de nitrégeno.

Barrera viva. Con el objetivo de evitar el paso de insectos plaga hacia el cultivo,
como es el caso de mosca blanca, 20 dias antes de la fecha de siembra del algo-
don se establecio una barrera viva de maiz transgénico (resistente a herbicidas y al
ataque de algunos insectos plaga) alrededor de la parcela MIC (Figura 27).
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Figura 27. Barrera
viva establecida en
parcela MIC.

Aplicacion del bioplaguicida a base de L. lecanii para el control de mosca
blanca

Con el prop6sito de disminuir el impacto ambiental causado por el uso de insec-
ticidas quimicos se hicieron aplicaciones del bioplaguicida para el control de mosca
blanca, para lo cual se determind el nivel de infestacion de mosca blanca en cada
parcela.

Para determinar el nivel de infestacion se siguidé la metodologia sugerida por
Ellsworth et al. (1995); Ellsworth et al. (1996) y Diehl et al. (1997), en donde se
seleccionaron al azar 30 plantas dentro de la parcela y en cada planta se escogio
la quinta hoja contada desde el extremo apical del tallo principal. En cada hoja se
hizo la observacion de ausencia o presencia, y si en la observacion se encontraban
mas de 2 ninfas o adultos de mosca blanca la planta se clasificaba como infestada.
Si 12 plantas (40%) de las 30 muestreadas estaban infestadas, se hacia la aplica-
cion.

La aplicacion de este producto se hizo en horas de la tarde, utilizando una bom-
ba de espalda y dirigiendo la boquilla al envés de las hojas, con el propésito de
exponer los estados inmaduros y adultos de mosca blanca a la accién del biopla-
guicida (Figura 28).

Tanto las aplicaciones con L. lecanii como de fungicidas aplicados para el con-
trol de problemas fitosanitarios en el cultivo, se realizaron con un intervalo minimo



- I Uso de Lecanicillium Lecanii para el control de la Mosca Blanca Bemisia Tabaci en algoddn y berenjena

“Evaluacion y validacion de bioplaguicidas a base de hongos entomopatégenos para el manejo de mosca blanca Bemisia tabaci en algodan, tabaco y berenjena en Tolima, Cordoba y Huila”

Figura 28. Aplicacion del bioplaguicida
a base de L. lecanii.

de 8 dias entre estos, periodo que permite
gue el hongo entomopatdgeno colonice los
estados inmaduros y adultos de mosca blan-
ca y ejerza su efecto biocida sobre mosca
blanca.

Control de malezas. Debido a que la mosca blanca tiene gran diversidad de
hospederos, durante el ciclo de cultivo se hizo el control de malezas constante con
el objeto de disminuir el nimero de estos, evitando asi infestaciones elevadas del
insecto.

Disminucion de niveles de nitrogeno en la fertilizacion. En cada fertilizacion
edafica se redujo la dosis de nitrégeno en un 30%.

Instalacion de trampas mata picudo TMP. Para el control del picudo del algo-
donero (Anthonomus grandis) se instalé un tubo mata picudo por hectarea antes
de la siembra del algodon, el cual sirve para hacer monitoreo constante de este y
determinar fechas de aplicacion para su control.

Trampas amarillas pegajosas. Teniendo en cuenta el habito volador de la mos-
ca blanca, se instalaron trampas amarillas pegajosas en sentido del viento. El obje-
to de esta practica es capturar el mayor niimero de adultos del insecto y determinar
niveles de poblacién que indiquen fechas de aplicacion.

Eliminacion de socas. Con el propésito de disminuir la disponibilidad de ali-
mento y a su vez niveles de poblacion de insectos plaga como el picudo y la mosca
blanca, después de realizar la cosecha se recomienda eliminar lo antes posible la
soca o el residuo del cultivo.

Las dos parcelas evaluadas se establecieron con el propésito de determinar
cual de estas dos es mas rentable y amigable con el medio ambiente, para lo que
se evaluaron las siguientes variables:
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« Niveles de poblacién de mosca blanca

* Mortalidad y factores de mortalidad de Bemisia tabaci mediante el uso de
tablas de vida horizontales en campo

+ Indice beneficio-costo

Niveles de poblacion de mosca blanca. Para establecer los niveles de pobla-
cion de B. tabaci en las dos parcelas, se hizo un conteo semanal de ninfas y adultos
a partir de los 45 dias después de la siembra sobre 30 plantas para determinar el
momento de aplicacién del bioplaguicida y hacer la tabla de vida horizontal.

En cuanto a los niveles de poblacién de mosca blanca en las dos parcelas, se
observé que hubo menor porcentaje de poblacién en la parcela MIC con un 33% y
un 63% en parcela agricultor (Figura 29). Los anteriores resultados muestran que el
MIC y el uso del bioplaguicida inciden directamente en los niveles de poblacion de
la plaga, reduciéndolos significativamente. Lo anterior indica que es posible reem-
plazar insumos quimicos por insumos biol6gicos con mayor capacidad de control
sobre mosca blanca, que ademas contribuyen a disminuir el impacto ambiental
y a mejorar la calidad de la fibra de algodén mediante la reduccion de niveles de
poblacion en época de apertura de botones, siendo beneficiados directamente los
agricultores.

En la Figura 29 se observa que cada pico de color verde es seguido por un
descenso, lo cual coincide con las épocas de aplicaciones con nivel que se hicieron
del bioplaguicida, lo que demuestra la eficiencia del bioproducto y su rapida accion,
en comparacion con la parcela del agricultor, que segun los reportes obtenidos del
ciclo del cultivo hizo un manejo quimico de la plaga frecuentemente, lo cual se ve
reflejado en el aumento del impacto ambiental, costos de produccion y rentabilidad
del cultivo.

Tabla de vida horizontal de Bemisia tabaci en campo y factores mortalidad

Una tabla de vida horizontal es un método que nos permite hacer seguimiento
de uno o varios individuos de una misma generacion. La tabla de vida permite re-
gistrar parametros biologicos, como lo es el nimero de individuos vivos y muertos
en cada estado del insecto, la longevidad de la hembra y los huevos puestos por la
hembra, entre otros. Con los datos obtenidos se determinan parametros de fecun-
didad, comportamiento de sobrevivencia y mortalidad en cada uno de los estados
evaluados de las poblaciones en estudio.
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Epocas de evaluacion

En este experimento se evaluaron dos cohortes durante el ciclo de cultivo para
determinar el porcentaje de mortalidad de mosca blanca en cada una de las par-
celas experimentales y establecer el factor de mortalidad, definiendo asi el mejor
tratamiento para el control de mosca blanca.

Las tablas de vida se hicieron sobre las plantas seleccionadas que se usaron
para determinar la época de aplicacion segln el nivel de poblacion. Sobre cada
hoja seleccionada se contd el nimero de ninfas de segundo estado de ninfa, y a
partir de esta poblacion se hizo el seguimiento hasta llegar al estado adulto (me-
todologia descrita en el capitulo de berenjena). En cada estado de ninfa se midi6
el nimero de individuos que iniciaba y el nidmero de individuos que finalizaba el
estado, para determinar de esta forma la mortalidad y la supervivencia.

En cada individuo muerto se determiné el factor de mortalidad, para lo que se
definieron cuatro factores:

Entomopatogenos. Las ninfas del insecto se observan momificadas (secas) y
en algunos casos recubiertas de micelio algodonoso, como en el caso de los adul-
tos de mosca blanca (Figura 30).

Parasitismo. En el caso de mosca blanca en el cultivo de algoddn, las ninfas
son usadas como hospederos de huevos de avispas de la especie Syrphidae. El
parasitismo en estados larvarios iniciales se evidencia porque las dos estructuras
amarillas presentes en las ninfas de mosca blanca (mycetomas) que normalmente
se encuentran en el centro del cuerpo, se ubican desplazadas hacia los extremos
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Figura 30. Ninfas de mos-
ca blanca afectadas por el
bioplaguicida a base de L.

lecanii.

laterales del mismo. Al evidenciar exuvias de mosca blanca con orificios circulares
en el dorso o en otro lugar del cuerpo, en lugar del orificio en forma de “T”, se definid
como parasitada (Figura 31).

Figura 31. Ninfa de mosca blanca parasitada.

Depredacion. Ocurre cuando in-
sectos de una especie especifica se
alimentan de otras especies, como es
el caso de Coleomegilla maculata y
Delphastus pusillus, que se alimentan
de huevos y ninfas de mosca blanca
ayudando a reducir los niveles de po-
blacion. Su dafo es identificado cuando se observa el cuerpo de la ninfa cortado en
pedazos con evidencia de la accién de corte por mandibulas, propio de la muerte
por un depredador. Cuerpos de ninfas con la marca de un par de orificios equidis-
tantes en alguna zona de dorso, es evidencia de accion depredadora de larvas de
Chrysopa.
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Otros. En este factor de mortalidad se incluyeron los individuos posiblemente
muertos por accion de insecticidas y por factores abidticos como lo son las condi-
ciones ambientales.

Durante el ciclo de cultivo se colectaron datos de tres cohortes evaluadas tanto
de mortalidad como de factores de mortalidad; solamente se presentan los resulta-
dos de la primera cohorte (tablas 15y 16). En la Tabla 17 se presentan los porcen-
tajes promedio de participacion de cada uno de los factores de mortalidad de las
tres cohortes evaluadas.

Al efectuar el analisis de los factores de mortalidad instar especifica en la par-
cela MIC, se observa que el mayor porcentaje de mortalidad instar especifica se
presentd en el estado ninfa 4, con un porcentaje de participacion del 45% (Tabla
15). El mismo comportamiento se observo en la parcela agricultor (Tabla 16), lo que
demuestra que el estado ninfa 4 es el mas susceptible a los diferentes factores de
mortalidad evaluados.

Tabla 15. Tabla de vida horizontal de la poblacién de ninfas de B. tabaci
presentes en la parcela MIC en el cultivo de algodén.

X nx Lx dxF dx 100 gx
Abiético 24 13
Ninfa 2 187 100 Depredacion 22 12
Parasitismo 0 0]
Total 46 25
Abidtico 11 8
Depredacion 14 10
Ninfa 3 141 75 Parasitismo 15 11
Bioplaguicida 5 4
Total 45 32
Ninfa 4 96 68 Abictico
Depredacién
Parasitismo 13 14
Bioplaguicida 20 21
Total 43 45

Adulto 55
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Tabla 16. Tabla de vida horizontal de la poblacion de B. tabaci
en la parcela agricultor en el cultivo de algodon.

X Nx Lx dxF dx 100 gx
Abidtico 28 15
Ninfa 2 192 100 Depredacion
Parasitismo 5 3
Total 41 21
Abiético 19 13
Depredacion 12
Ninfa 3 151 79 Parasitismo 11
Entomopatdgenos 5
Total 47 31
Abibtico 5 5
Depredacion 8 8
Ninfa 4 104 69 Parasitismo 17 16
Entomopatdgenos 5 5
Total 35 34
Adulto 69 66

En cuanto a los factores de mortalidad, se observa que en los estados de ninfa
2 y 3 el mayor porcentaje de mortalidad es ocasionado por los factores de para-
sitismo y depredacion (Tabla 15). En el estado ninfa 4 se observa el efecto del
bioplaguicida con el mayor porcentaje de mortalidad (21%), comportamiento que
se da ya que en el momento de iniciar la cohorte se hicieron las aplicaciones del
bioplaguicida y solo hasta estado ninfa 4 se pudo observar el efecto del entomo-
patoégeno, tiempo en el cual el bioplaguicida coloniza los estados inmaduros de la
plaga y causa su muerte.

Tabla 17. Porcentaje de participacion de factores de mortalidad
en tres cohortes evaluados en el cultivo de algodén

Factores de mortalidad MIC % Agricultor %
Entomopatégeno 23,55 1,94
Parasitismo 8,82 7,52
Depredacion 12,87 9,81
Otros 34,01 40,58
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Con respecto a los factores de mortalidad en la parcela agricultor, se observé
que en los estados de ninfa 2 y 3 el mayor porcentaje de mortalidad es atribuido a
factores abidticos (Tabla 16), lo que indica que tanto las condiciones ambientales
y el control quimico ejercieron control sobre la plaga. Pero hay que tener en cuenta
que en la parcela MIC en estos dos estados de ninfa fue en los que se present6 el
mayor porcentaje de control por factores de parasitismo y depredacion, lo que indi-
ca que las practicas de manejo integrado del cultivo de algoddén empleadas en este
experimento promueven el control biolégico sobre mosca blanca, aumentando los
niveles de poblacién de insectos benéficos como lo es de C. maculata y Chrysopas
(depredadores).

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos para el estado de ninfa 4, en don-
de se registré el mayor control ejercido por los parasitoides, en comparaciéon con
los factores quimico y abidtico se pudo evidenciar la importancia de relacionar el
estado de desarrollo del insecto con la seleccidon del control a ejercer. Lo anterior
obedece a que las ninfas de mosca blanca dejan de succionar fotoasimilados de
la planta cuando se acercan a la terminacion del estado ninfal (4° estadio), y que
buena parte de los productos de sintesis quimica aplicados cominmente por los
agricultores son de accion sistémica, sin ser ingeridos por las ninfas, razén por la
que no son efectivos en el control del insecto.

En relacion con los porcentajes de mortalidad causados por los factores de
parasitismo y depredacion, fueron mas altos en la parcela MIC que en la parcela
agricultor, efecto atribuido a los bajos niveles de parasitoides y depredadores que
son blanco del uso indiscriminado de insecticidas en la parcela del agricultor.

En cuanto a los factores de mortalidad de cada una de las parcelas experi-
mentales, se determind que el entomopatdgeno es el factor bioldégico que mayor
porcentaje de mortalidad causa en los niveles de poblacion de mosca blanca (Tabla
17). Teniendo en cuenta la sumatoria de los porcentajes de mortalidad de cada uno
de los factores evaluados, se obtuvo un porcentaje de mortalidad total del 79,25%
para la parcela MIC y del 59,85% para la parcela agricultor, lo que evidencia que el
manejo integrado del cultivo tiene un efecto directo en los niveles de poblacion de
mosca blanca, lo que se ve reflejado en los costos de produccién y en la disminu-
cion del impacto ambiental.

indice Beneficio-costo. Durante el ciclo productivo de algodén se determina-
ron los costos directos e indirectos de las dos parcelas evaluadas para obtener
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los egresos netos del cultivo. Al final del ciclo se calcularon los ingresos del cultivo
obtenidos de la venta de semilla y fibra de algodén (Tabla 18). En la parcela MIC
hubo menores egresos con respecto a la parcela agricultor, lo cual es atribuido di-
rectamente a la disminucion en la aplicacion de fertilizante nitrogenado. En cuanto
al indice beneficio-costo, este fue mayor en la parcela MIC con respecto a la parcela
agricultor, aunque los dos tratamientos son viables econémicamente, la parcela
MIC genera mayor rentabilidad que la del agricultor.

Tabla 18. Evaluacion de la produccién en parcela MIC y agricultor en algodén.
Espinal-Tolima (Semestre A 2011).

Tratamientos

MIP Agricultor
Variables
Produccion (t/ha) 1,92 1,89
Venta ($/ha) $ 7.691.290 $ 7.542.200
Costos ($/ha) $4.114.222 $4.382.101
Beneficio-costo 1,86 1,72

Los resultados obtenidos permiten evidenciar que la inclusién del bioplaguicida
a base de L. lecanii en un esquema de manejo integrado del cultivo es un compo-
nente que ademas de contribuir a mantener los niveles de la mosca blanca por
debajo del nivel de dafo econémico, permite favorecer otros factores biédticos de
control no solamente de mosca blanca sino de otras plagas, siendo una herramien-
ta ambiental y econédmicamente viable para su implementacion.
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