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En &l cultivo de la palma, las plagas
han sido y son una amenaza per-
mangnte para la productividad del
cultivo, efecto que ea muchos casos
sk intensifica por la carencia de un
manejo uniforme ontre plantaciones
vecmas.

El enfogue que ba dado CENIFALMA
B‘ara el Manejo Integrado de las

agas (MIP] tiene bdsicamente tres
tompanentes: El primero es un ma:
nejo agrondmice apropiado del
cultive, relacionado con manteni-
miente y nutricidn del mismo. En la
medida en que el cultivo esté hien
nitride y can an mantenimiento

apropiado, va a estar la planta en
jores condiciones para soportar los:

mejaras con

atagues de los diferentes plagas. Otro
componente dal MIP el cus! se va
ifundiendo en muchas plantaciones

dedas diferentes 20nas palmeras. estd

basado en propiciar condiciopes
favorables pars la mult
parasitoides v depredadores o ene-
migos naturales de las principales
plagas. Esto se ha venida haciendo
ton el increments de siembras de
mnmas arvenses alrededor de los

165 y en muchas ocasiones dentro
de ellos, con resultados muy
pasitivos. Un tercer compinente com-
plementario @ |as anterioras, es [a
utilizacion de entomopat que
pueden ser un paco mas dificiles de
mangjar gus los parasitoides y
depredadores, pero que en determi-
nados momentos son cloves para gl
control de una plaga.

En la coleccidn, identiticacién,
avaluacion y formulacion de estos
entomopatogenos CENIPALMA ha
vemido lrabajanda durante varios
angs y en ste procese e cuenta ya
con una colgceion importante de efios,
Eneste CENIAVANDE se dascriben lay
etapas de coleccidn, evaluarion y
formulacitn de los biopesticidas
como. Un ejgmple del tipo da trabajo
fue estamos haciendo.

PEDRO LEON GOMEZ CUERVD
Diractor Ejecutivo
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Desarrolio de un bioplaguicida con base en Beauveria sy,
para el control de plagas de la paima de aceite'

os altos costos de contral de plagas
generados por la utilizacion de produc-
tos quimicos de manera indiscriminada
en los cultivos de palma, han generado
la bisqueda de nuevas alternativas de
control que vayan de acuerdo con las
tendencias de manejo integrada de
plagas en el ambito mundial, favorecienda el ecosis-
tema y disminuyendo los costos de produccion del
cultivo. Entre las altemativas mas importantes en el
control de plagas en el cultivo de palma de aceite se
encuentra el use de micrgorganismos entomopatd-
genos como hongos, virus y bacterias.

Aunque el uso de agentes bioldgicos para el control de
plagas es una alternativa viable, no se debe alvidar
que al ser estos agentes vivos, presentan ciertas
desventajas con respecto al uso de agentes guimicos.
La principal desventaja del uso de agentes biologicos
para el control de plagas es su susceptibilidad a los
factores ambientales adversos como las altas tempe-
raturas y las bajas humedades relativas, condicianes
gue se presentan en algunas zonas palmeras del pais.
Para disminuir el efecto negativo que esios factores
producen, se puede conferir al microorganismo, por
medio de un proceso de formulacin, caracteristicas
fisicas que favarezcan el establecimiento del agente
microbiano en el campo.

En el [aboratorio de entomopatogenos de Cenipalma
se ha venido adelantando un proceso de coleccidn de

hongos entomopatdgenos de diferentes zonas
del pais, con el fin de evaluar la efectividad de
los aislamientos obtenidos en el control de
insectos plaga de importancia economica y
asi presentar alternativas de control diferentes
al uso de productos quimicos.

El desarrolfo de un bioplaguicida es un proceso
tecnoldgico que incluye varias etapas. La
primera de ellas es [a seleccidn del microor-
ganismo, la cual se debe hacer teniendo en
cuenta su alta actividad biocontroladora. Una
. segunda etapa en el desarrollo de un biepla-
quicida es la preformulacian; en esta se evalian todos
los excipientes o auxiliares de formulacién, que de
acuerdo con el tipo de formulacién gue se requiera,
puedan conferir al microorganismo las caracieristicas
fisicas adecuadas para facilitar su manipulacion.
Como caracteristica impartanie, los excipientes se-
leccionados deben ser inocuos frente al insecto y al
microorganismo y deben conferir estabilidad 2 este
en condiciones de almacenamientn. Para determinar
el tipo de formulacion que se desea desarroffar se
deben tener en cuenta los habitos del insecto que se
quiere atacar, ya que una formulacién de aplicacion
foliar tiene caracteristicas fisicas diferentes a las de
un producto disefiado para ser aplicado en el suelo.
Por lp tanto, la seleccidn de los excipientes debe hacer-
se de acuerdoe con las caracteristicas fisicas gue se
deseen conferir al microorganismo {Valencia, 2000).
Otra etapa dentro del desarrolle de un producto ss la
formulacion. En ella se determinan las cantidades
exactas de cada uno de los excipientes selecciona-
dos; ademds en esta se evallia la efectividad de la
formulacion en el control de la plaga frente a los
seres vivos y [a estahbilidad fisica y microbioldgica del
producte en condiciones de almacenamiento. El desa-
rrollo de todas estas etapas asegurara que el producto
obtenide sea altamente eficaz en el control de los
insectos plaga cuando sea aplicado en el campo.

Con este Ceniavances se pretende dar a conacer la
forma como se esta procediendo para llegar a formular
un bioplaguicida a base del hongo Beauveria bassiana
para el cantrol de defeliadores.

1 Caralina Valencia C. Microbidloga Agricola -Veterinaria, Cenipalma



Materiales métodos

Establecimiento de
la coleccion de controladores

Para la coleccion de nuevos aislamientos de hongos entomopatdgenos se
realizaron recarridos por diferentes plantaciones de la zona, buscando en
campo insectos que presentaran crecimiento micelial en [a cuticula.
Pasteriormente los insectos se llievaron al laboraterio y se colocaren en
camaras himedas. El insecto previamente fue sometido a un praceso de
tlesinfeccidn, sumergiéndolo en una solucion de hipoclonito de sodio al
0.5%, durante un minuto v realizando tres lavados con agua destilada
estéril {A.D.E); una vez se observo fa esporulacion del hongo sobre el
insecto, se realizd la siembra en agar papa dextrosa (P. 0. A.) y se llevd a
incubar a 28°C durante cince dias aproximadamente. Este procedimiento
se realizd con todos Jos insectes colectados en campo.

Una vez se tiene el microorganismo aislado, éste se debe conservar en
tubos de ensayo con agar inclinado y mantenide a temperatura de
refrigeracion, con el fin de cenformar el bance de hongos entomepatdge-
nos. Para la realizacion del presente estudio se tomd una cepa de Beauvveria
bassiana aislada de Stenoma cecropia WMeyrick.

Praceso de preformulacion

Para definir el tipo de presentacion de la formulacion a desarroilar, se
tuvo en cuenta el campartamiento de los estados larvales de los insectos
defoliadores. Con base en estas caracteristicas de comportamiente se
determing que la formulacion podria ser un polvo mojable o granulos dis-
persables en agua. Para ello se eligieron los auxiliares de formulacidn que
se presentan en la tabla No 1.

TahlaNo. 1. Excipiendes seleccinnadas en el procese de preformulacion de 8. Bassiana.

Excipients Cadigo Tipo de Accitn
[ Canlin DO01 Diluente
| Benlonita D002 Diluents
| artonato de Caloo Do03 Diizents
Gaiating AQ01 Adherente
‘ Didwida de titank POO1 Fotoprotactos
=L Fotoprotector |

Se realizd 1a caracterizacidn fisica de los excipientes seleccionados con el
fin de conecer las posibles propiedades fisicas de los productos a desa-
rrollar y asi preveer posibles problemas de manipulacion en la manufactura
del producto. Las caracteristicas fisicas evaluadas fueron pH, el cual se
fundamenta en la actividad del ion hidronio en solucidn. La acidez o
alcalinidad del producto final esta determinada per los auxiliares de
farmulacidn empleades. En los productes biolégicos, &f pH es importants
para garantizar la viabilidad del hongo, ya que ésta se ve afectada por pH
superiores a 10 e inferiores @ B (CENICAFE, 1997). La humectabilidad |a
cual es una propiedad que se define como el tiempo que tarda una sustancia
en humedecerse por complete. Esta medida, se relaciona con el tipo de
materiales de los cuales esté constituide el producto y con la solubilidad
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de cada uno de estos en el agua (CENICAFE, 1997}, Otra caracteristica
impaortante es la Voluminasidad que se define como el volumen gue ocupa
un peso dado de un material. Esta caracteristica esta determinada por el
tamafio y farma de las particulas, e incide directamente en el llenado de
los recipientes (Voight y Borns, 1979).

Las caracteristicas fisicas del producto final estdn relacionadas con las
caracteristicas individuales de cada uno de los excipientes utilizados en el
proceso de formulacidn,

Estabilidad en condiciones
de almacenamiento

Otra caracteristica importante gue se debe evaluar en un proceso de
formulacién es la compatibilidad de los auxiliares de formulacién con el
agente bicldgico y los posibles efectos adversos que estas puedan
ocasionarle, tales como la pérdida de la viabilidad, la disminucidn de la
concentracion y el porcentaje de germinacion. Para evaluar este efecto se
realizd [a prueba de almacenamiento, colocando 1 g de la muestra con 1
g de cada uno de los excipientes en viales de vidrio con tapén de caucho,
Estos se llevaron a temperatura de refrigeracian 6-8°C aproximadamente;
mensualmente durante 6 meses se evalud la disminucion en la concen-
tracion y el porcentaje de germinacidn en todos los tratamientos inchido
el testigo, al cual no se le agregd ningin tipo de excipiente.

Control de calidad

Como pardmetros para evaluar el comportamiento del hongo 5. fassiana
en condiciones de almacenamiento, se tuvo en cuenta la concentracion y
el porcentaje de germinacion. La determinacidn de la concentracion se
realizd por el método de conteo en placa y cantee en camara de Meubauer
{CENICAFE,1997). Esta prueba se realiza sembrando diluciones en serie
por trinlicads. Para garantizar la uniformidad del producto en la suspen-
sidn, es necesario realizar la primera dilucidn licuande 1 gramo de!
producto en 99 ml de Tween BO al 0.1% durante treinta segundos. A
partir de la dilucién obtenida (10 -}, se realizan diluciones sucesivas en
tubas que contengan 9 ml de Tween 80 al 0.1%. Posteriormente se siembra
1 ml de las diluciones en cajas de petri que contengan Agar Sabureaud
Rosa de Bengala (5.R.B). Para la determinacion del porcentaje de germi-
nacién se utilizd la téenica descrita por CENICAFE en 1997, tomands 1
gramo de cada producto y realizando diluciones seriadas en tubos de 8
ml de agua peptonada, posteriormente se incuba a 28°C durante veinti-
cuatroe horas. Transcurrida ese tiempa, las ldminas son ohservadas al
microscopio para realizar el conteo de diez campos dpticos y contabilizar
el nimero de conidios germinadoes y no germinados para obtener el
porcentaje de germinacion.

Resultados y discusion
Coleccién de entamopatdgenos

El banco de microorganismos cuenta con 10 nuevos aislamientos de
Beatuveria sp., un aislamiento de  Metarfizium sp. y uno de Paeciomyces
fifacinus. El banco inicid actividades en 1998 y en el afo 2000 reposts
una coleccién de 118 aislamientos de honges entorno patdgenos {Ceni:
avances Ne. 73).



Actualmente todos estos aislamientos se encuentran conservados en tubos
de ensayoe con agar P.0.A en el laboraterio de entomopatégenos de Ceni-
palma a temperatura de refrigeracidn.

Dy D0 ~ T
Froceso (

A excepeién del DOO1 {Caolin} y AODT {Gelatina) los cuales presentaron
valores de pH de 5.0 y 6.0 respactivamente, todes los excipientes tienen
valores de pH que pudieron no afectar al hongo en condiciones de
almacenamiento, ya que fueron valores cercanos a siete o ligeramente
hasicos. Sin embargo todos presentan valores de pH gue se encuentran en
los limites reportados por la literatura como permitidos para productos
bioldgicos.

En cuanto a la humectacion, todos los excipientes evaluados presentaron
tiempos de fiumectacién menares a veinte segundos, le que indica que
fueron solubles en agua por lo que no presentaran problemas en el
momento de la preparacion de los productos para ser aplicados en el
campo.

Los valores de Yoluminosigad de todos los excipigntes medidos en mifg
fueron menares a 5 por lo que no se presentaran problemas de mani-
pulacidn del praducta en el proceso de llenado de recipientes.

Los valores de cada una de las pruebas fisicas realizadas a los excipientes
se muestran en [a tahla No 2.

TablaNo. 2. Resultados de pruehas fisicas a excipientes

pH  Humectabilidad "'“"'"":’;:"‘"'
D001 5.0 < 20 segundos 1.58
D002 9.0 < 20 segundos 1.39
D003 9.0 < 20 segundos 1.15 |
' ADD1 6.0 < 20 segundos 1.7 l
PO01 8.5 < 20 segundos 1.39
002 75 20 segundos 201

Los resultados de las pruebas fisicas evaluadas para cada uno de los
excipientes permiten concluir que los valores de pH, humectabilidad y
Voluminesidad de cada una de ellas se encuentran en los limites reportados
para auxiliares de formulacion para productas bioldgicos, por lo que
podrian ser utilizados en el procesa. Sin embargo, se debe tener en cuenta
e} comportamiento del hongo frente a cada uno de estos en condicionas
de almacenamiento, para realizar la seleccion definitiva de los excipientes
a utilizar en el proceso.

Despuss de B meses de almacepamienio del hongo con cada uno de los
auxiliares de formulacion a una temperatura de 6°C aproximadamente,

se observo una disminucidn drastica en el parcentaje de germinacién y en
la concentracion en todos Jos tratamientos.

Conce

Con relacion a las pérdidas en la concentracion de B. fassiana en todos
los tratamientos presentan pérdidas significativas después del cuarto
mes de almacenamienta.

La disminucidn de la concentracion después de cinco mesas de
almacenamiento es similar en todos los tratamientos a excepcion del tes-
tigo el cual tuvo una disminucién en fa concentracion de 1.9 x 108 esplg
a 1 x 10° esp/g, mostrando el efecto negativo que sobre el microorganismao
tiene el almacenamiento de los hongos sin ningdn tipo de formulacitn,
por periodos de tiempo prolongados.

En los tratamientos DOO1 se observa una disminucidn en la concentracitn
de B. bassiana de 1.9 x 10° esp/g a 1 x 10° espig (Tabla 3}, hecha gue se
podria relacionar con el pH del diluente, el cual es de 5. Esta pérdida en
la concentracién se relaciona directamente con el hajo percentaje e
germinacion del hongo después de cinco meses de almacenamientao, al
sexto mes de almacenamiento no se encuentran diferencias significativas
con respecto al mes guintg, sin embargo se espera que la tendencia a la
disminucion en |a concentracién continte.

La disminucion de |a concentracion presentada en el ensayo con A001 fue
de 1.9 x 10° esp/g a 1.4 x 107 esp/q después de cinco meses de almacenada.
Este resultado no presenta diferencias significativas respecto al sexto
mes y permite pensar en la eliminacion de este adherente como auxiliar de
formulacidn, pudiendo ser reemplazado por un vehiculo aceitoso que
permita una mejor adhesion del producto a la superficie foliar en el
mamento de I aplicacidn.

Con respecto a la disminucidn de la concentracion de £, fassiana en el
tratamiento gue contiene el 0003, el comportamiento es similar al de los
otros tratamientos. Después de seis meses de almacenamiento presenta
el menar porcentaje de germinacitn entie los tratamientos comparado
con los demés diluentes, ya que el tratamiento con el D002 aungue presenta
una pérdida menor en la concentracion, ésta no es significativamente
diferente respecto a los demds diluentes, Sin embargo, respecto a la
disminucion en el porcentaje de germinacin esta presenta las menaores
pérdidas. E) objetive de la incorporacion de un diluente dentro del proceso
de formulacion es dar forma fisica a los granules dispersables en agua
en el caso de [a formulacion granufar y el 0002 puede canferir esta carac-
teristica a la formulacion.

Los tratamientos de 8. bassiapa con los fotoprotectores POO1 y PO02
presentaron pérdidas similares a las de los demas tratamientos. Sin
embargo las pérdidas en el porcentaje de germinacion fueron menores en
estos tratamientos. Ademas la funcién de éstos, como protectores de
radiacion ultravioleta, conferiran tolerancia a la radiacidn sofar al micro-
grganisme una vez este sea aplicado en el campa.

El testige presentd una pérdida drastica en la concentracion después del
tercer mes de almacenamiento, hecho que oeurrig después del quinto mes
en los tratamientos que tenfan afgun tipe de formulacidn, lo que significa
la disminucion del impacto negativo que el proceso de formulacion tiene
cuando el microorganismo va a ser almacenado.




Ceniavances

Tabla No. 3. Porcentaje de concentracion de 5. bassianaen pruebas de almacenamiento a través del
tiempo

18x 10" 181" 2xW0° 1.7% 10° 14 x10°
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Porcentaje de germinacion de 5. bassiana

En fa lectura del porcentaje de germinacion a las 24 horas de incubadas
las muestras, a partir del quinto mes se observa una disminucidn drastica
en todos los tratamientos, presentandose porcentajes de germinacidn
con resultados inferiores @ 40% en los tratamientos D001 (36%), D003
{37%), ADO1 (36%) y el tratamiento testigo (23%), los tratamientos D002,
POG1T y POOZ muestran porcentajes de germinacion de 41, 40 v 41%
respectivamente (Figura 1). Estos resultados no son significativamente
diferentes respecto a los porcentajes de germinacion de los otros trata-
mientos, ya gue en todos les casas los porcentajes de germinacion a las
24 horas de incubada la muestra fueron inferiores a 50%. Esto indica que
el hongo ha perdido mas de un 50% de su capacidad de generar un tuba
germinal y por ende de causar enfermedad cuando entre en contacto con
el insecto al ser aplicado en el campe. La variacién de estos resultados
respecto al sexto mes de almacenamienta no fue significativa si se tiene
en cuenta gue en todos los tratamientos ya se habia presentado una
disminucién drastica del porcentaje de germinacion, hecho que se podria
relacionar con la pérdida de la concentracidn y con el efecto que el largo
periodo de almacenamienta a bajas temperaturas tiene sohre el hongo, lo
que induciria un periodo de latencia en el microorganismo retardando el
progeso de germinacion.

El testiga presentd la mayor pérdida en el porcentaje de germinacidn, lo
que sugiere que al almacenar el hongo con un auyiliar de formulacion,
este disminuye el efecto negativo que las bajas temperaturas tienen
sebre él.
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En el caso de los fotoprotectores POOT y P02, no se ohservan pérdidas
drasticas en la concentracion y debido a gue se desea desarrollar un
producto disefiado para aplicacion foliar, estos auxiliares fueron
preseleccionados para el proceso de prefermulacian.

En conclusion los excipientes D002, PDO1 y PO0O2 ocasionaran el menor
impacto al hongo en condiciones de almacenamiento por lo cual fueron
seleccionados para el desarrollo de los prototipos de las formulaciones.
Una vez seleccianados los productos se deben realizar ensayos para
determinar los porcentajes de cada uno de ellos que se deben utilizar en
las formulaciones para poder reakizar ensayos evaluande la efectividad
de estas en laboratario y en campo.

El almacenamiento de productos bioldgicos por periodos de tiempo
prolongados tiene un efecto negativa sobre el agente bioldgice por lo que
se recomienda no aplicar en campo productos cuya fecha de fabricacion
sea superior a os cuatro meses mas aln si estos no han sido almacenados
bajo condiciones de temperatura adecuadas.

Se debe verificar la calidad de los productos comerciales antes de realizar
la aplicacién de estos en el campo.
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