
• 

• 

• 

• 

Centro de Investigación en Palma de Aceite - Cenipalma ISSN - 0123-8353 

litis del Dlnellr 
En al cultivo da 19 palma, las PI!g8$ 
han .Ido ~ sao una amanaza pet 
manlllltB para IR pt'oduClIvrdad del 
culuvu, efecto (¡!11! 1m muchos C8SJ)S 
le int~n~mca par la ~arMCia de un 
manejo uhlfórme OW¡¡ plantaciones 
n6mls. 

8 unfilljUB qUé ÓiI dado CENIPAlMA 
~~ra ~I Manejo Inte~radq da las 
Plall1ls lMtPllJérR! hásllllllr1Ol111 tr8$ 
componentes; ti primala es un I1'a 
lIafo agrondmlclt aprolllada del 
cultivo. relacionado con mantenl· 
miento r nUlr~i6rl del miilOO. En la 
"",dld. etI que el culti,o ",té biall 
nutndo V con un mamepimíenJO 
apropíadn. va I eSlar la planta en 
JPejoréJ ~ditJanI1$ paruoportu loJ 
ataqul!s de 10$ difernlUllS pla~as. Otro 
cumpOOent8 ~a' MIJ> Ql cual SI! n 
dlfuhdlendo en muchas plantac1onO$ 
de 1., dilBrenles JonaS p~leril$. eJ;tá 
basado In propittar condiciooll$ 
favorabhlS para la rooltlpAo8cI6n de 
parasi1oíd~. V dapredadolDS o tIfIe' 
rnlgD! nalOralo, de las prrncip.les 
vlagas Ella ss ÓiI venido hBCil!ndo 
non el IncIemento de sll!IllbrBS de 
planta! arleMes alrededor de los 
lotas V en muchas ocasiones doolro 
de ollQs. con f~sultados muy 
ptlSllil'OS- Un fert1'tDl1~Onen~ COIII­
plRl1Ientarlo a la$ ailterrares. ~s lá 
utili!aci6n de entmnopot6genos que 
pueDen ~r un poco ntás diflcila de 
manejar que 105 par asilo,des V 
~opll!!la~otes. pero qlJl! en MIDrmi 
nados momentos son cloves pora el 
oontrol di una plaga 

En la oolacci6n, ,d8nfifj~aC1611. 
a~aluaci6n i formutacló'l de es\os 
enwmopaJbgeno! CENIPAlMA ]u¡ 
venido trabajando doran te varios 
a/m~ y I!/l hle proteSll 5~ nmrt11 ya 
con una coleccl6n Impollanle da ellos. 
.En eSllI cENIA VA NCf 58 tleStrilwr1ll1! 
etapas de coleccit!n. I!n1l181'16n y 
formula~16q de los bíDpe¡litirfu 
COr¡lD un e¡emplo del tipo do tra~ajo 
Que ommo~ haciendo. 

PEDRO LEÓN GOMEZ CUERVD 
OlreCIO! EjeC\itlvo 

Desarrollo deuo bioPla!luiCida baseeo BBlJlllltJlÍaS/l. 
parae eontro e de la aceite1 

os altos costos de control de plagas 
generados por la utilización de produc­
tos químicos de manera indiscriminada 
en los cultivos de palma, han generado 
la búsqueda de nuevas alternativas de 
control que vayan de acuerdo con las 
tendencias de manejo integrado de 

plagas en el ambito mundial, favoreciendo el ecosis­
tema y disminuyendo los costos de producción del 
cultivo. Entre las alternativas más importantes en el 
control de plagas en el cultivo de palma de aceite se 
encuentra el uso de microorganismos entomopató· 
geno s como hongos. virus y bacterias. 

Aunque el uso de agentes biológicos para el control de 
plagas es una alternativa ,iable. no se debe olvidar 
que al ser estos agentes vivos, presentan ciertas 
desventajas con respecto al uso de agentes quimicos. 
La principal desvenlaja del uso de agentes biológicos 
para el control de plagas es su susceptibilidad a los 
factores ambientales adversos como las altas tempe· 
raturas y las bajas humedades relativas, condiciones 
que se presentan en algunas zonas palmeras del pais_ 
Para disminuir el efacto negativo que eslos lactares 
producen, se puede conferir al microorganismo, por 
medio de un proceso de formulación. caracterlsticas 
físicas que favorezcan el establecimiento del agente 
microbiano en el campo. 

En el laboratorio de entomopalógenos de Cenipalm. 
se ha venido adelantando un proceso de colección de 
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hongos entomopatógenos de diferentes zonas 
del país. CDn el fin de evaluar la efectividad de 
los aislamientos obtenidos en el control de 
insectas plaga de importancia económica V 
así presentar alternativas de control diferentes 
al uso de productos químicos. 

El desarrollo de un bioplaguicida es un proceso 
tecnológico que incluye varias etapas. La 
primera de ellas es la selección der microor­
ganismo. la cual se debe hacer teniendo en 
cuenta su alta actividad biD controladora. Una 

'l/>. segunda etapa en el desarrollo de un biopla­
guicida es la prcformulación; en esta se evalúan todos 
los excipientes o auxiliares de formulación, que de 
.cuerdo con el tipo de formulación que se requiera. 
puedan conferir al microDrganismo las caracleríslicas 
físicas adecuadas para facilitar su manipulación. 
Gamo característica importante, los excipientes se­
leccionados deben ser inocuos frente al insecto y al 
microorganismo y deben conferir esfabilidad a este 
en condiciones de almacenamiento. Para determinar 
el tipo de formulación que se desea desarrollar se 
deben tener en cuenta los hábitos del insecto que se 
Quiere atacar, ya que una formulación de aplicación 
foliar tiene características tisicas diferenles a las de 
un producto diseñado para ser aplicado en el suelo. 
Por lo tanto, la selección de los excipientes debe hacer­
se de acuerdo con las características físicas que se 
deseen conferir al microorganismo IValencia. 2000). 
Otra etapa dentro del desarrollo de un producto es la 
formulación. En ella se delerminan las cantidades 
exactas de cada uno de los excipientes selecciona­
dos; además en esta se evalúa la efectividad de la 
formulación en el control de la plaga frente a los 
seres vivos y la estabilidad físíca y microbiológica del 
producto en condiciones d, almacenamiento. El desa­
rrollo de ladas estas elapas asegurará que ef producto 
obtenido sea altamente efica! en el control de los 
insectos plaga cuando sea aplicado en el campo. 

Con este Ceniavances se pretende dar a conocer la 
forma como se eslá procediendo para llagar a formular 
un bioplaguicida a base del hongo Beauveria bassiana 
para el control de defoliadores. 



CUllíauances 

Materiales métodos 

Establecimiento de 
la colección de controladores 

Para la colección de nuevos aislamientos de hongos entomopatógenos se 
realizaron recorridos por diferentes plantaciones de la zona, buscando 8n 
campo insectos que presentaran crecimiento micelial en la cutícula. 
Posteriormente los insectos se IlelJaron al laboratorio y se colocaron en 
cámaras húmedas. El insecto previamente fue sometido a un proceso de 
desinfección, sumergiéndolo en una solución de hipoclorito de sodio al 
0.5%, durante un minuto y realizando tres lavados con agua destilada 
estéril IA.D.E); una vez se observó la esporulación del hongo sobre el 
insecto, se realizó la siembra en agar papa dextrosa IP. D. A.) Y se llevó a 
incubar a 2B"C durante cinco dias aproximadamente. Este procedimiento 
se realizó con todos los insectos colectados en campo. 

Una vez se tiene el microorganismo aislado, éste se debe conservar en 
tubos de ensayo con agar inclinado y mantenido a temperatura de 
refrigeración, con el fin de conformar el banco de hongos entomopatóge· 
nos. Para la realización del presente estudio se tomó una cepa de Beauveria 
bassiana aislada de Slenoma cecropia Meyrick. 

Proceso de preformulación 

Para definir el tipo de presentación de la formulación a desarrollar, se 
tuvo en cuenta el comportamiento de los estados larvales de los insectos 
defoliadores. Con base en estas caracteristicas de comportamiento se 
determinó que la formulación podria ser un polvo mojable o gránulos dis· 
persables en agua. Para ello se eligieron los auxiliares de formulación que 
se presentan en la tabla No 1. 

Tabla No. 1. Excipientes seleccionados e.fi e.1 proceso de IIre10fmuladóIl de B. Bílssiana. 

excipiente Código Tipo de AcdDn 
QIQ!In DOOl DJlOO11IE 

l!e<1 tllnitil D002 DIJueM! 

(.artloo¡,1D de Cal"" D003 DiluentE' 

Gelatina AOOl Adhe~nre 

D,o<ldo de Ula~" POOl Fompi1llEclDr 

0>lIb !le Zinc P002 ~ttI< 

Se realizó la caracterización física de los excipientes seleccionados con el 
fin de conocer las posibles propiedades lisicas de los productos a desa· 
rrollar y asi preveer posibles problemas de manipulación en la manufactura 
del producto. Las características fisicas evaluadas fueron pH, el cual se 
fundamenta en la actividad del ion hidronio en solución. La acidez o 
alcalinidad del producto final está determinada por los auxiliares de 
formulación empleados. En los productos biológicos, el pH es importante 
para garantizar la viabilidad del hongo, ya que ésta se ve afectada por pH 
superiores a 10 e inferiores a 5 ICENICAFE, 19971. La humectabilidad la 
cual es una propiedad que se define como el tiempo que tarda una sustancia 
en humedecerse por completo. Esta medida, se relaciona con el tipo de 
materiales de los cuales esté constituido el producto y con la solubilidad 

2 

de cada uno de estos en el agua ¡CENICAFE, 1997). Otra característica 
importante es la Voluminosidad que se define como el volumen que ocupa 
un peso dado de un material. Esta característica está determinada por el 
tamaño y forma de las particulas, e incide directamente en el llenado de 
los recipientes IVoight y Borns, 1979). 

Las caracteristicas fisicas del producto final están relacionadas con las 
caracteristicas individuales de cada uno de los e:xcipientes utilizados en el 
proceso de formulación. 

Estabilidad en condicjones 
de almacenamjento 

Otra caracteristica importante que se debe evaluar en un proceso de 
formulación es la compatibilidad de los auxiliares de formulación con el 
agente biológico y los posibles efectos adversos que estos puedan 
ocasionarle, tales como la pérdida de la viabilidad, la disminución de la 
concentración y el porcentaje de germinación. Para evaluar este efecto se 
realizó la prueba de almacenamiento, colocando 1 9 de la muestra con 1 
g de cada uno de los excipientes en viales de vidrio con tapón de caucho. 
Estos se llevaron a temperatura de refrigeración B·B"C aproximadamente; 
mensualmente durante 6 meses se evaluó la disminución en la concen­
tración y el porcentaje de germinación en todos los tratamientos incluido 
el testigo, al cual no se le agregó ningún tipo de excipiente. 

Control de calidad 

Como parámetros para evaluar el comportamiento del hongo B. bassíana 
en condiciones de almacenamiento, se tuvo en cuenta la concentración V 
el porcentaje de germinación. La determinación de la concentración se 
realizó por el método de conteo en placa y conteo en cámara de Neubauer 
ICENICAFE,1997). Esta prueba se realiza sembrando diluciones en serie 
por triplicado. Para garantizar la uniformidad del producto en la suspen· 
sión, es necesario realizar la primera dilución licuando 1 gramo del 
producto en 99 mi de Tween BO al 0.1% durante treinta segundos. A 
partir de la dilución obtenida 110 -11. se realizan diluciones sucesivas en 
tubos que contengan 9 mi de Tween 80 al 0.1 %. Posteriormente se siembra 
1 mi de las diluciones en cajas de petri que contengan Agar Sabureaud 
Rosa de Bengala IS.R.B). Para la determinación del porcentaje de germi· 
nación se utilizó la técnica descrita por CENICAFE en 1997, tomando 1 
gramo de cada producto y realizando diluciones seriadas en tubos de 9 
mi de agua peptonada, posteriormente se incuba a 2B"C durante veinti· 
cuatro horas. Transcurrido ese tiempo, las láminas son observadas al 
microscopio para realizar el conteo de diez campos ópticos y contabilizar 
el número de conidios germinados y no germinados para obtener el 
porcentaje de germinación. 

Resultados y discusión 

Colección de entomopatógenos 

El banco de microorganismos cuenta con 10 nuevos aislamientos de 
Beauveria sp., un aislamiento de Melarhizium sp. y uno de Paecilomyces 
lilacinus. El banco inició actividades en 1998 y en el año 2000 reportó 
una colección de 118 aislamientos de hongos entorno patógenos ICeni· 
avance. No. 73). 
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Actualmente todos estos aislamientos se encuentran conservados en tubos 
de ensayo con agar P.D.A en el laboratorio de entomapatógenas de Ceni· 
palma a temperatura de refrigeración. 

Proceso de preformulación 

A excepción del 0001 ICaolin) y A001 IGelatina) los cuales presentaron 
valares de pH de 5.0 y 6.0 respectivamente, todas los excipientes tienen 
valares de pH que pudieran na afectar al hongo en condiciones de 
almacenamiento, ya que fueron valores cercanos a siete o ligeramente 
básicas. Sin embarga todas presentan valares de pH que se encuentran en 
las límites reportados por la literatura coma permitidos para productos 
biológicas. 

En cuanto a la humectación, todos los excipientes evaluados presentaron 
tiempos de humectación menores a veinte segundos, lo que indica Que 
fueron solubles en agua por lo que no presentarán problemas en el 
momento de la preparación de los productos para ser aplicados en el 
campa. 

Los valares de Voluminosidad de todos las e«ipientes medidas en mllg 
fueron menores a 5 par lo Que no se presentarán problemas de mani· 
pulación del producto en el proceso de llenada de recipientes. 

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

Tabla No. 2. RBsultados de pruebas físicas a excípíentes 

Excipientes pH Humectabllldad VOlu:;;,~.ldad 

OOO! 5.0 < 20 segundos 1.39 

DOO2 9.0 < 20 segundos 1.39 

D003 9.0 < 20 segundos 1.19 

AOO! 6.0 < 20 segundos 1.7 

POOl 8.5 -< 20 segundos 1.39 

P002 7.5 20 segundos 2.01 

los resultados de las pruebas físicas evaluadas para cada una de los 
excipientes permiten concluir que los valores de pH, humectabilidad y 
Valuminasidad de cada uno de ellas se encuentran en los limites reportados 
para auxiliares de formulación para productos biológicos, por lo Que 
podrían ser utilizados en el proceso. Sin embargo, se debe tener en cuenta 
el comportamiento del hongo frente a cada uno de estos en condiciones 
de almacenamiento, para realizar la selección definitiva de los excipientes 
a utilizar en el proceso. 

Estabilidad en condiciones 
de almacenamiento 

Después de 6 meses de almacenamiento del hongo con cada uno de los 
auxiliares de formulación a una temperatura de 6'C aproximadamente, 

se observó una disminución drástica en el porcentaje de germinación y en 
la concentración en todos los lratamientos. 

Concentración 

Con relación a las pérdidas en la concentración de B. bassiana en todos 
los tratamientos presentan pérdidas significativas después del cuarto 
mes de almacenamiento. 

la disminución de la concentración después de cinco meses de 
almacenamiento es similar en todos los tratamientos a excepción del tes­
tigo el cual tuvo una disminución en la concentración de 1.9 x 10' esplg 
a 1 x lO' esplg, mostrando el efecto negativo que sobre el microorganismo 
tiene el almacenamiento de los hongos sin ningún tipo de formulación, 
por periodos de tiempo prolongados. 

En los tratamientos 0001 se observa una disminución en la concentración 
de B. bassiana de 1.9 x lO' esplg a 1 x 10' esp(g IT abla 31. hecho que se 
podría relacionar con el pH del diluente, el cual es de 5. Esta pérdida en 
la concentración se relaciona directamente con el bajo porcentaje de 
germinación del hongo después de cinco meses de almacenamiento, al 
sexto mes de almacenamiento no se encuentran diferencias significativas 
con respecto al mes quinto, sin embargo se espera que la tendencia a la 
disminución en la concentración continúe. 

la disminución de la concentración presentada en el ensayo con A001 fue 
de 1.9 x 10' esp(g a 1.4 x lO' esp(g después de cinco meses de almacenada. 
Este resultado no presenta diferencias significativas respecto al sexto 
mes y permite pensar en la eliminación de este adherente como auxiliar de 
formulación, pudiendo ser reemplazado por un vehículo aceitosa que 
permita una mejor adhesión del producto a la superficie foliar en el 
momento de la aplicación. 

Con respecto a la di,minución de la concentración de B. bassiana en el 
tratamiento que contiene el 0003, el comportamiento es similar al de los 
otros tratamientos. Después de seis meses de almacenamiento presenta 
el menor porcentaje de germinación entre los tratamientos comparado 
con los demás diluentes, ya Que el tratamiento con el 0002 aunque presenta 
una pérdida menor en la concentración, ésta no es significativamente 
diferente respecto a los demás diluentes. Sin embargo, respecto a la 
disminución en el porcentaje de germinación esta presenta las menores 
pérdidas. El objeti,o de la incorporación de un diluente dentro del proceso 
de formulación es dar forma física a los gránulos dispersables en agua 
en el caso de la formulación granular V el 0002 puede conferir esta carac· 
terística a la formulación. 

los tratamientos de B. bassiana con los fotoprotectores POOl y P002 
presentaron pérdidas similares a las de los demás tratamientos. Sin 
embargo las pérdidas en el porcentaje de germinación fueron menores en 
estos tratamientos. Además la función de éstos, como protectores de 
radiación ultravioleta, conferirán tolerancia a la radiación solar al micro­
organismo una vez este sea aplicado en el campo. 

El testigo presentó una pérdida drástica en la concentración después del 
tercer mes de almacenamiento, hecho que ocurrió después del quinto mes 
en los tratamientos Que tenían algún tipa de formulación, lo Que significa 
la disminución del impacto negativo Que el proceso de formulación tiene 
cuando el microorganismo va a ser almacenado. 
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Porcentaje de germinación de B. bassiana 

En la lectura del porcenlaje de germinación a las 24 horas de incubadas 
las muestras, a partir del quinto mes se observa una disminución drástica 
en todos los tratamientos, presentándose porcentajes de germinación 
con resultados inferiores a 40% en los t,atamientos 0001 (36%1. 0003 
(37%1. A001 136%) y ,1 tratamiento testigo 123~.1. los tratamientos 0002, 
POO 1 y P002 muestran porcentajes de germinación de 41, 40 Y 410/. 
respectivamente IFigura 1). Estos resultados no son significativamente 
diterentes respecto a los porcentajes de genminación de los otros trata· 
mientos, ya que en todos los casos los porcentajes de germinación a las 
24 horas de incubada la muestra fueron inferiores a 50%. Esto indica que 
ef hongo ha perdido más de un 50% de su capacidad de generar un tubo 
germinal y por ende de causar enfermedad cuando entre en contacto con 
el insecto al ser aplicado en el campo. La variación de estos resultados 
respecto al sexto mes de almacenamiento no fue significativa si se tiene 
en cuenta que en todos los tratamientos ya se habia presentado una 
disminución drástica del porcentaje de germinación, hecho que se podrla 
relacionar con la pérdida de la concentración y con el efecto que el largo 
periodo de almacenamiento a bajas temperaturas tiene sobre el hongo, lo 
que induciría un periodo de latencia en el microorganismo retardando el 
proceso de germinación. 

El testigo presentó la mayor pé,dida en el porcentaje de germinación, lo 
que sugiere que al almacenar el hongo con un auxilia, de formulación, 
este disminuye el efecto negativo que las bajas temperaturas tienen 
sobre él. 
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Fifura 1 Porcentaie de germmación de 8.6.uJJ.v{J.f en el tiem;¡o. 
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En el caso de los foloprotectores POOl y P002, no se observan pérdidas 
drásticas en la concentración y debido a que se desea desarrollar un 
producto diseñado para aplicación foliar, estos auxiliares fueron 
preseleccionados para el proceso de preformulación. 

En conclusión los excipientes 0002, POO 1 y P002 ocasionaron el menor 
impacto al hongo en condiciones de almacenamiento po, lo cual fueron 
seleccionados para el desarrollo de los prototipos de las formulaciones. 
Una v", seleccionados los productos se deben realizar ensayos para 
determinar los porcentajes de cada uno de ellos que se deben utilizar en 
las formulaciones para poder realizar ensayos evaluando la efectividad 
de estas en laboratorio y en campo. 

El almacenamiento de productos biológicos por periodos de tiempo 
prolongados tiene un efecto negativo sobre el agente biológico por lo que 
se recomienda no aplicar en campo productos cuya fecha de fabricación 
sea superior a los cuatro meses más aún si estos no han sido almacenados 
bajo condiciones de temperatura adecuadas. 

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