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RESUMEN

El desarrollo y uso de plaguicidas microbianos para el control de plagas agricolas se ha
intensificado en los ultimos afios, debido a la creciente necesidad de reducir el uso de agroquimicos
de alta toxicidad. Pero para suplir esta creciente necesidad de bioplaguicidas, es necesario desarrollar
formulaciones adecuadas que estabilicen a los microorganismos frente a los factores ambientales
de estrés que reducen su eficacia y persistencia de en campo. En este contexto, el objetivo del
presente trabajo fue determinar la actividad insecticida y persistencia en plantas de cafia de un
concentrado emulsionable (CE) a base de Beauveria bassiana para el control del barrenador de la
cafia, Diatraea sp. La fotoestabilidad frente a la radiacion UV tipo B y las concentraciones letales
media y noventa del bioplaguicida también se determinaron bajo condiciones de laboratorio. E1 CE
present6 una eficacia superior al 80% para el control de larvas de D. saccharalis bajo condiciones
semicontroladas de campo. La formulacion fotoestabiliz6 eficientemente los conidios, manteniendo
un 68,9% de germinacién después de nueve minutos de irradiacién, mientras que los conidios sin
formular perdieron completamente la capacidad de germinar. Este efecto también se observo para
la actividad insecticida, ya que los conidios sin formular perdieron un 30% mas de eficacia que los
conidios formulados, después de nueve minutos de irradiacion. La actividad insecticida y el recuento
de conidios en plantas de cafia de aztlicar en campo disminuyeron a partir de la primera y segunda
semana después de la aplicacion, respectivamente. Aunque el CE a base de B. bassiana demostrd
una efectiva actividad insecticida contra D. saccharalis, es necesario realizar estudios de campo para
optimizar la formulacion y determinar el método y frecuencia de aplicacién que permitan maximizar
su desempeiio.

Palabras clave: Conidios, Persistencia, Fotoestabilidad, Formulacion, Complejo barrenador de cafia.
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ABSTRACT

The development and use of microbial pesticides for the control of agricultural pests has intensified
in recent years due to the increasing need for reductions in the use of highly toxic agrochemicals. To
fill this growing need for biopesticides it is necessary to develop suitable formulations that stabilize
microorganisms against environmental stress factors that reduce their efficacy and persistence in
the field. In this context, the objective of the present work was to determine the insecticidal activity
and persistence on sugarcane plants, of an emulsifiable concentrate (EC) containing Beauveria
bassiana for the control of sugarcane borer, Diatraea sp. Photostability of the formulation under
UV radiation type B and the mean and ninety lethal concentrations were also determined under
laboratory conditions. The EC reached more than 80% efficacy against D. saccharalis larvae under
semi-controlled field conditions. The EC efficiently photostabilized the conidia, maintaining 68.9%
germination after nine minutes of irradiation while unformulated conidia completely lost the ability
to germinate. This effect was also observed for the insecticidal activity, with unformulated conidia
losing 30% more efficacy than formulated conidia after nine minutes of irradiation. The insecticidal
activity and conidia count on sugarcane plants under field conditions decreased one and two weeks
post application, respectively. Although the EC containing on B. bassiana demonstrated effective
insecticidal activity against D. saccharalis, it is necessary to carry out field trials to optimize the
formulation and determine the method and frequency of application to maximize its performance.

Keywords: Conidia, Persistence, Photostability, Formulation, Stem-Borer complex.

INTRODUCCION

El complejo de especies de barrenadores
de la cafia de aztcar del género Diatraea spp.
(Lepidoptera:Crambidae) constituye una de las
principales problematicas del cultivo a nivel
mundial. El dafio es ocasionado durante su estadio
larval, en el cual los individuos se alimentan
dentro de los tallos y construyen galerias donde
viven todo su ciclo larval. El dafo causado afecta
el peso delos tallos y puede producir la muerte de
los mismos, causando pérdidas tanto en campo
como en la produccién de azticar y panela a nivel
industrial, debido a la reduccién del contenido de
azucares (Vargas et al., 2015)

Su manejo se ha basado en el control bioldgico,
principalmente mediante la liberacién de moscas
taquinidas (Diptera: Tachinidae), que parasitan
las larvas del barrenador y disminuyen las
poblaciones de la plaga. Hasta hace unos afios,
esta estrategia era la unica medida de control
del insecto y no ameritaba la implementacion
de otras practicas. Sin embargo, este panorama
se ha modificado debido a los cambios en la
distribucion de especies predominantes de
Diatraea sp. en las diferentes regiones, lo cual ha
conllevado a niveles mas bajos de parasitismo y en
consecuencia al aumento del dafio y las pérdidas
causadas por la plaga (Vargas et al., 2013). En este
sentido, recientemente se confirmé la presencia
de resistencia en dos especies de Diatraea (D.
busckella y D. tabernella) al parasitismo por parte
de las moscas Lydella minense y Billaea claripalpis
(Diptera: Tachinidae) (Aya et al., 2019). Aunque
los programas de cria pueden eventualmente
proporcionar a las moscas una capacidad

mejorada para parasitar diferentes especies
hospederas, se justifica un trabajo adicional
para explorar tacticas alternativas de manejo
para los barrenadores del tallo, compatibles con
las practicas ya implementadas, que puedan
complementar el control actual.

Los  microorganismos entomopatogenos
constituyen una estrategia con alto potencial para
el manejo del barrenador en sus primeros estadios
larvales, siendo el hongo Beauveria bassiana uno de
los mas destacados debido a su patogenicidad y
virulencia, capacidad de generacion de epizootias
y facilidad de produccién masiva en sustratos
econdémicos con altos rendimientos (Mascarin y
Jaronski, 2016). Durante el afo 2016 se realizé la
buisqueda de hongos entomopatdgenos en larvas
de Diatraea spp., colectadas en cultivos de cafna
de azticar de diferentes regiones productoras en
Colombia. El aislamiento de Beauveria bassiana
codificado como Bv062, fue seleccionado por
presentar actividad insecticida sobre larvas de
segundo instar de las especies D. saccharalis, D.
tabernella, D. busckella y D. indigenella. Ademas,
este aislamiento aplicado a una concentracion
de 2x10” y 5x107 conidios/mL de Bv062 produjo
una mortalidad del 90% en larvas y del 81,95% en
huevos de D. saccharalis (Garcia et al., 2018). Sin
embargo, la persistencia de los conidios de hongos
entomopatogenos en el ambiente es usualmente
baja, debido al efecto de condiciones ambientales
como la luz ultravioleta, la temperatura y la
precipitacion (Inglis et al., 1997), las cuales se
hacen mas drésticas en aplicaciones foliares como
es el caso del cultivo de cafia. La formulacién
de los microorganismos entomopatégenos con
adyuvantes de diferente funcionalidad, permiten
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mejorar la estabilidad del producto tanto en
campo como en almacenamiento, asegurando
que su eficacia sea consistente después de su
aplicacion (Diaz et al., 2019). Las formulaciones
estan compuestas por el ingrediente activo
encargado de ejercer la actividad bioldgica y los
auxiliares de formulacién o excipientes, dentro
de los cuales se pueden incluir sustancias que
estabilizan el ingrediente activo, aseguran la
permanencia sobre el insecto blanco, retienen
la humedad y promueven la dispersion del
bioproducto (Ravensberg, 2011; Diaz et al., 2019).

En este trabajo, los conidios de B. bassiana
Bv062 fueron utilizados como principio activo
de un prototipo de bioplaguicida formulado
como un concentrado emulsionable (CE), el cual
fue caracterizado determinando su actividad
insecticida sobre larvas de D. saccharalis en
condiciones controladas de laboratorio y en
plantas de cafia, y evaluando su fotoestabilidad
y persistencia.

METODOLOGIA

Insecto

Los experimentos se llevaron a cabo con
larvas de D. saccharalis provenientes de la
colonia ubicada en la Unidad de Crias de
Insectos de AGROSAVIA ubicada en Mosquera,
Cundinamarca (Colombia), que se establecié con
larvas donadas por Cenicafia (Centro Colombiano
de Investigacion de la cafia de aztcar). La cria
fue mantenida en condiciones de temperatura de
25+5°C con una humedad relativa de 60 + 10% y
un fotoperiodo de 16 h de luz: 8 h de oscuridad.
Las larvas fueron alimentadas con la dieta
artificial descrita por Lastra y Gomez (2006).

Microorganismo y medio de cultivo

El aislamiento de B. bassiana codificado como
Bv062, fue obtenido a partir de una larva de
Diatraea sp., proveniente de un cultivo de cafia
panelera ubicado en el Departamento de Boyaca
(Garcia et al., 2018). El hongo se encuentra
conservado en el Banco de Germoplasma de la
Colecciéon de Microorganismos con Interés en
Control Bioldgico de la Corporacion Colombiana
de Investigaciéon Agropecuaria (Agrosavia) y
para su activacion fue cultivado en Agar Papa
Dextrosa (PDA) suplementado con 0,1% de
cloranfenicol e incubado durante 10 dias a 25°C.
Este aislamiento fue registrado en el Registro
Nacional de Colecciones (RNC 129) y fue
colectado bajo el permiso de coleccion marco
No. 1466 de 2014. La investigacion se encuentra
en el marco del Contrato No. 168 de 2017 para
el “Acceso a Recursos Genéticos y Productos
Derivados en Colombia”.

Produccion y formulacidon de conidios

La produccién de conidios se realizé en
fermentacidon semisodlida. Para ello, se utilizaron
bandejas de aluminio de 10,5 cm x 17,5 cm que
contenian como sustrato 10 gramos de arroz
partido molido estéril con un tamafio de particula
entre 200 y 500 pm, el cual fue humedecido con
80 mL de agua estéril. Previo a la inoculacion,
se colocd una tela de muselina estéril sobre
la superficie del sustrato y posteriormente se
inocularon 10 mL de una suspension de conidios
preparada en una soluciéon de Tween 80 al 0,1%
y ajustada a una concentracion de 1x10° conidios/
mL mediante conteo en camara de Neubauer. Las
bandejas inoculadas se cubrieron con una pelicula
plastica y se incubaron a 25°C+2 °C y 60+10%
HR por ocho dias. Pasado ese tiempo, la tela de
muselina fue retirada y los conidios adheridos a
ella fueron separados con ayuda de una espatula
estéril y fueron secados durante 5 dias a 25°C hasta
obtener una humedad del 7%. Posteriormente, los
conidios secos fueron cosechados y formulados
como un concentrado emulsionable (CE),
suspendiéndolos en una concentraciéon del 1% en
un vehiculo oleoso compuesto por la mezcla de
un aceite vegetal (45%), aceite mineral (45%) y una
mezcla de tensioactivos (9%). El bioplaguicida
formulado fue posteriormente almacenado a 4°C
en recipientes herméticamente cerrados hasta su
uso. Inmediatamente después de la formulacion, el
CE present6 una concentracion de 1x10° conidios/
mL, germinacién de conidios del 95%, eficacia
superior al 90% en condiciones de laboratorio
empleando una concentracién de 1x107 conidios/
mL y un contenido de contaminantes (hongos
filamentosos, levaduras y bacterias) inferior a 1000
Unidades Formadoras de Colonia (UFC) por mL.

Concentraciones letales del CE sobre larvas de
D. saccharalis bajo condiciones de laboratorio
El CE fue reconstituido en agua ajustando seis
concentraciones finales: 5x10°, 1x10°, 5x10°, 1x107,
5x107, 1x10°® conidios/mL. Para el bioensayo se
siguié la metodologia descrita por Garcia et al.
(2018). Treinta larvas de segundo instar de D.
saccharalis fueron inoculadas aplicando 2 uL del
tratamiento en el dorso. Cada larva inoculada
se dispuso en un vaso de plastico de media
onza que contenia un grano de maiz; luego, se
ubicaron en grupos de 10 en cajas Selloplus® de
700 mL (unidad experimental), para un total de
tres cajas por tratamiento (triplicado). Las cajas se
incubaron a 26+2°C y 70% de HR. Se cont6 con un
testigo absoluto, en el cual las larvas no fueron
sometidas a ningtn tratamiento. La mortalidad
se evalu6o cada tres dias hasta que todos los
individuos murieron o pasaron al estado de pupa
y los resultados fueron sometidos a un analisis
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Probit con el programa POLO Plus 2.0 (LeOra
Software) para determinar las concentraciones
letales. Las larvas muertas se ubicaron en camara
huimeda a 25°C durante siete dias para evidenciar
los signos de la infeccion fingica (Tabla 1).

Evaluacion de dosis del bioplaguicida bajo
condiciones semicontroladas de campo

El ensayo se realiz6 en un cultivo experimental
de cafa de aztcar, ubicado en el municipio
de Barbosa, departamento de Santander,
Colombia (Sede Cimpa Agrosavia, 5°56'50.0”N
73°36'20.5”W), ubicado a 1600 msnm. El lote
utilizado fue de 300 m? sembrado con cana
variedad CC93-7711 de dos meses y medio de
edad. Los tratamientos consistieron en una dosis
media calculada con base en la concentracién letal
90 determinada en el ensayo de laboratorio (1,44 x
107 con/mL), el volumen de aplicacién por planta
(2 mL) y la densidad de plantas (110.000 tallos/
ha), la cual correspondié a 3,2 x 10" conidios/ha,
una dosis inferior correspondiente a la mitad de
la dosis media (1,6 x 10" conidios/ha y una dosis
superior correspondiente al doble de la dosis
media (6,4 x 10" conidios/ha). Adicionalmente,
se contd con un testigo absoluto, en el cual las
plantas no fueron aplicadas con el bioplaguicida.

El diseno experimental fue de bloques
completos al azar (tres bloques), para un total
de 12 parcelas, cada una de 25 m?. Cada parcela
conto con cuatro surcos sobre los cuales se realizé
la aplicacién de los tratamientos empleando
una fumigadora manual de 5L Royal Condor®
Handy. La aplicacion se realizo entre las 8 y las
10 am. Durante la ejecucion del experimento, se
present6 una temperatura promedio de 17,9+4°C
y una humedad relativa del 60+ 10%.

Aproximadamente una hora después de la
aplicacion se realizé la infestacion con larvas
de D. saccharalis de segundo instar, colocando
cuidadosamente seis larvas por planta en 10
plantas de los dos surcos centrales. Siete dias
después del montaje del ensayo, las larvas
encontradas fueron recolectadas y llevadas al
laboratorio donde se ubicaron individualmente
en recipientes plasticos de 15 mL con un grano

de maiz. Se registré el numero de sobrevivientes
cada tres dias por 12 dias, y con el altimo dato
se calculé el porcentaje de eficacia utilizando la
férmula de Abbott (Abbott, 1925):

1 en el tratamiento después de aplicacion
n en Control después de aplicacion

Eficacia (%) =1 -

En donde n corresponde a la poblacién de insectos
recuperados.

Con el fin de estimar el cubrimiento de las
hojas con los conidios del hongo (densidad de
propagulos en un area determinada), antes de
la aplicacién del CE se colocaron dos laminillas
cubreobjetos de 4,4 cm? en tres plantas de cada
parcela, ubicando una en el haz de una hoja
localizada hacia el extremo de la planta (Posicion
1) y la otra en la hoja cercana a la yagua (Posicién
2). Después de la aplicacion, las laminillas
se recogieron y se depositaron por separado
en vasos de plastico de 15 mL, los cuales se
mantuvieron bajo condiciones de refrigeracion
hasta el procesamiento de las muestras. Las
laminillas fueron lavadas con 500 uL de Tween
80 al 0,1%, agitando durante una hora a 125 rpm.
Posteriormente, se determind la concentracion
de la suspension obtenida después del lavado
mediante recuento de conidios en cdmara de
Neubauer y se realizaron diluciones seriadas que
se sembraron por duplicado en agar PDA con
Cloranfenicol 0,1% y Tritén 0,1%, para el recuento
de unidades formadoras de colonia después de 5
dias de incubacién a 25°C.

Estabilidad del bioplaguicida frente a la
radiacion ultravioleta tipo B en condiciones de
laboratorio

El efecto de la radiacion ultravioleta sobre
la germinacién y la actividad insecticida de los
conidios sin formular y formulados como CE,
se evalud bajo condiciones de laboratorio. Los
tratamientos reconstituidos en agua fueron
ajustados a 1x107 con/mL y se adicionaron 500
pL de las suspensiones de cada tratamiento en
un vaso de plastico de 15 mL, los cuales fueron
expuestos a la radiacion ultravioleta tipo B (UV-

Tabla 1. Concentraciones letales del CE a base de B. bassiana Bv062 sobre larvas de segundo instar

de D. saccharalis.

Table 1. Lethal concentrations of EC based on B. bassiana Bv062 on second instar larvae of D.

saccharalis

Limites de confianza

Limites de confianza

CL,, CL,, (con/mL) CL,, CL,, (con/mL) Heterogeneidad
(con/mlL) Inferior Superior  (con/mL) Inferior Superior e gl
9,27x10° 1,54 x10° 2,18 x10° 1,44 x107 5,56 x10° 1,71 x108 6,00 4
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B) emitida por una ldmpara monocromatica (302
nm) (UVP 3UV Lamp, Analytikjena) ubicada a
20 cm de altura. La irradiacion se realizé por 9
minutos, tomando muestras cada minuto, lo cual
equivale a dosis de radiacion entre 0,22 y 1,98 K]/
m?” Se extrapol6 este dato a la exposicion solar
en condiciones de campo, teniendo en cuenta
la radiacién solar de la regién, de acuerdo con
el atlas de radiacion solar de Colombia (www.
upme.gov.co), encontrando que 10 minutos
de radiacién con la ldmpara UV-B equivaldra
aproximadamente a 24 horas de exposicion solar.

Las muestras irradiadas fueron evaluadas
en un bioensayo contra larvas de D. saccharalis
siguiendo la metodologia descrita anteriormente
para la determinaciéon de concentraciones
letales. La germinaciéon de los conidios de
B. bassiazna Bv062, se evalu6 siguiendo la
metodologia descrita por Grijalba et al. (2018)
con modificaciones. Se tomaron 100 pL de cada
tratamiento y se inocularon en cajas de Petri con
medio Agar agua con 0,1% de extracto de malta
y 0,0005% de Benomil y se incubaron a 25 + 2°C
durante 72 horas. Cada 24 horas, se cortd un
cuadrado de agar de aproximadamente 1 cm?
y se adicion6 una gota de azul de lactofenol.
Posteriormente se cuantific6 el numero de
conidios germinados y no germinados mediante
observacion al microscopio de 10 campos Opticos,
por triplicado para cada unidad experimental. Se
consideré como conidio germinado cuando éste
presentaba un tubo germinal con longitud igual o
superior al didmetro del conidio. Los tratamientos
control correspondieron a conidios formulados y
sin formular que no fueron expuestos a radiacion.

Persistencia del bioplaguicida en la superficie
foliar de plantas de cafia de azucar bajo
condiciones de campo

Para la determinacion de la persistencia se
empled la dosis del CE seleccionada en el ensayo
mencionado anteriormente. 100 plantas de cafia
de la variedad CC 93-7711 de dos meses y medio
de edad fueron asperjadas con una fumigadora
manual RoyalCondor® Clasica de 20 L. Una hora
después de la aplicacion y cada semana durante
cuatro semanas se seleccionaron tres plantas al
azar. Sobre las hojas que habian sido aplicadas
previamente con el bioplaguicida, se evaluaron
dos variables:

* Recuento de conidios: se tomaron dos fragmentos
de hojas de 2,25 mm?de cada planta, uno de
la hoja externa y otro de la hoja cercana a la
yagua, los cuales fueron lavados con 500 pL de
Tween 80 al 0,1% agitando a 200 rpm durante
dos horas. Posteriormente, en la suspension
recuperada se realizd el recuento de los
conidios correspondientes a la morfologia de

B. bassiana, utilizando la cAmara de Neubauer.

* Actividad  insecticida: de cada planta
aplicada se seleccioné una hoja completa
de aproximadamente 10 cm de largo y se
colocaron en cajas de Petri plasticas que luego
fueron infestadas con 15 larvas neonatas de
D. saccharalis. Pasadas 24 horas, las larvas se
individualizaron en recipientes plasticos de
media onza que contenian un grano de maiz
tierno como sustrato de alimentacién. Se contd
con un testigo absoluto en el cual las larvas no
fueron sometidas a ningtn tratamiento. Se
utilizé un disefio experimental completamente
al azar con tres repeticiones por tratamiento.
La mortalidad de las larvas fue evaluada
cada dos dias hasta que todos los individuos
murieron o pasaron al estado de pupa. La
eficacia fue calculada con la siguiente férmula
(Zar 1999):

% de mortalidad en el tratamiento

L - % mortalidad en el control
Eficacia (%) = x 100
100 - % de mortalidad en el control

Andlisis estadistico

Paralos diferentes experimentos, lanormalidad
de los datos se verific6 mediante la prueba de
Shapiro-Wilk (95%) y la homocedasticidad se
determind mediante una prueba de Barlett (95%);
cumplidos estos principios se realiz6é un analisis
de varianza (ANOVA) con una confianza del 95%
y las diferencias entre tratamientos se calcularon
mediante una prueba de Tukey. Los resultados de
mortalidad del ensayo de dosis bajo condiciones
semicontroladas de campo, se compararon
mediante una prueba de Kruskal - Wallis, por
no presentar varianzas homogéneas. Todos los
analisis se realizaron utilizando el programa
estadistico Statistix (8.1).

RESULTADOS

Determinacion de las concentraciones letales
del bioplaguicida sobre larvas de D. saccharalis
bajo condiciones de laboratorio

El desarrollo de la infeccién se hizo evidente
a partir del tercer dia post-inoculaciéon con
reduccion de la movilidad de las larvas, seguido
de un cambio de coloracion, desarrollo de rigidez
y posterior muerte con esporulaciéon de color
blanco. Los resultados de las tres réplicas fueron
promediados para el andlisis y la determinacion
de concentraciones letales, resultados que se
presentan en la Tabla 1. El analisis Probit presentd
un valor de p superior a 0,05, lo cual permite
concluir que hay una correlaciéon lineal entre
la concentracion del hongo y la mortalidad de
las larvas. La concentracion letal media fue de
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9,27x10° mientras que la noventa fue de 1,44 x10”
conidios/mL (Tabla 1).

Evaluacion de dosis del bioplaguicida bajo
condiciones semicontroladas de campo

Las tres dosis del bioplaguicida evaluadas
sobre plantas de cafia, presentaron una eficacia
superior al 80% sin presentarse diferencias
estadisticas entre las tres (F=2,03, gl=8, p=0,2118).
La dosis alta (6,4 x102 conidios/ha) alcanzé
el 100% de eficacia, la dosis media (3,2 x 10"
conidios/ha) alcanzo6 un 83,3+15,2% y la dosis baja
(1,6 x 10" conidios/ha) un 96,6+5,2% de eficacia.

En cuanto al cubrimiento de las hojas con
los conidios del hongo a las diferentes dosis
evaluadas, se detectaron diferencias estadisticas
(F=19,57, gl= 51, p<0,001) entre la cantidad de
conidios recuperados en las plantas aplicadas con
la dosis mediay alta (3,8x10° conidios/cm?y 4,6x10°
conidios/cm?, respectivamente), en comparacion
con las aplicadas con la dosis baja que presento
1,2x10° conidios/cm? (Fig. 1). Asimismo, no se
observaron diferencias significativas entre los
recuentos de conidios de las dos hojas ubicadas
en diferentes posiciones de la planta (hoja
exterior y hoja cercana a la yagua). La viabilidad
de los conidios determinada mediante recuento
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de UFC fue aproximadamente 10 veces menor
que el valor obtenido en el recuento de conidios,
en las tres dosis evaluadas (Fig. 1).

Estabilidad del bioplaguicida frente a la
radiacion ultravioleta tipo B en condiciones de
laboratorio

El efecto de la radiacién ultravioleta UV-B
sobre la germinacion de los conidios formulados
y sin formular se presenta en la Fig. 2. A medida
que el tiempo de irradiacién aumento, se presentd
una reduccidn significativa de la germinacién en
los dos tratamientos. Cuando la germinacion fue
evaluada después de 24 horas de incubacién de
las cajas de Petri (Fig. 2a), el comportamiento
observado para los conidios formulados y sin
formular fue similar. La germinacion de los dos
tratamientos se redujo significativamente (F=209,
gl=119, p<0,0001) a partir de los tres minutos de
irradiacion (aproximadamente 45% de reduccion),
y a partir de alli continué disminuyendo
significativa y progresivamente a medida que
aument6 el tiempo de irradiacién llegando a
valores finales inferiores al 10%. La incubacion
de las cajas de Petri con los conidios irradiados
continué, y la germinacion fue nuevamente
evaluada después de 48 horas (Fig. 2b) y 72
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Fig. 1. Densidad de conidios en las hojas de plantas de cafia de azucar aplicadas con tres dosis
del bioplaguicida CE. Dosis alta: 6,4 x 10> conidios/ha, dosis media: 3,2 x 10" conidios/ha,
dosis baja: 1,4 x 10" conidios/ha. Tratamientos con letras diferentes presentan diferencias
significativas segtin comparacion de medias de Tukey (95%). Las barras de error representan

la desviacion estandar de la media.

Fig. 1. Conidia density on sugarcane leaves applied with three doses of the EC biopesticide. High
dose: 6.4 x 10" conidia/ha, Medium dose: 3.2 x 10" conidia/ha, Low dose: 1.4 x 10" conidia/
ha. Treatments with different letters are significantly different according to Tukey’s mean
comparison (95%). Error bars represent the standard deviation of the mean.
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Fig. 2. Germinacion de los conidios formulados (CE) y sin formular irradiados directamente con luz
UV-B (302 nm) e incubados por: a) 24 horas. b) 48 horas. ¢) 72 horas. Tratamientos con letras
diferentes son significativamente diferentes segtn analisis de varianza ANOVA (95%). Las
barras de error corresponden a la desviacion estandar de la media.

Fig. 2. Germination of formulated conidia (EC) and non-formulated conidia directly irradiated with
UV-B light (302 nm) and incubated for: a) 24 h. B) 48 h. C) 72 h. Treatments with different
letters are significantly different according to Tukey’s mean comparison (95%). Error bars
represent the standard deviation of the mean.
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horas (Fig. 2c). A las 48 horas de incubacion, la
germinacion de los dos tratamientos se mantuvo
estable hasta los tres minutos de irradiacion. Los
conidios sin formular perdieron completamente
su capacidad de germinacion después de seis
minutos, mientras que el CE no present6 cambios
significativos en la germinacion después de los
cinco minutos de irradiacién manteniendo valores
entre el 42 y 68%, y siendo significativamente
mayores en comparacion con los conidios sin
formular (F=10,6, gl=119, p=0,0001). Por tltimo, al
igual que se observo a las 48 horas de incubacion,
a las 72 horas la germinacion de ninguno de los
dos tratamientos fue significativamente afectada
hasta los tres minutos de irradiacién (Fig. 2c).
La germinacion de los conidios sin formular se
redujo significativa (F=10,4, gl=119, p=0,0001)
y progresivamente desde los cuatro minutos
de exposicion, no detectdndose ningtn conidio
germinado a los nueve minutos de irradiacion.
Por el contrario, el CE presenté una reduccion
significativa de la germinaciéon a los cuatro
minutos (78%), sin cambios significativos en los
tiempos posteriores de evaluacién (germinacion
final del 68,9%). Adicionalmente, a partir de
los siete minutos de irradiacion los conidios sin
formular presentaron valores significativamente
menores (p<0,05) que los obtenidos para el CE.
La actividad insecticida de los tratamientos
no expuestos a la luz UV-B sobre las larvas de D.
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saccharalis fue en promedio del 96,9% y se redujo
significativamente a medida que aument6 el
tiempo de irradiacién (F=27,2, gl=119, p=0,0001)
(Fig. 3). En el caso de los conidios sin formular,
a partir de los cinco minutos se evidencié una
pérdida significativa de la eficacia, la cual
continu6é disminuyendo hasta llegar a un 20%
después de nueve minutos de irradiacion.
En contraste, el CE mantuvo su eficacia sin
reduccion hasta los siete minutos de irradiacion,
y posteriormente presenté una disminucién de
su eficacia, llegando a un 50% después de nueve
minutos de irradiacion.

Persistencia del bioplaguicida en la superficie
foliar de plantas de cafa de azuacar bajo
condiciones de campo

Inmediatamente después de la aplicacion del
CE, la cantidad de conidios depositados en las
hojas de las plantas de cafia estuvo alrededor
de 1,8x10° conidios/cm? y se mantuvo sin una
disminucion significativa hasta una semana
después de la aplicacion (Fig. 4). Sin embargo,
a partir de la segunda semana después de la
aplicacion, dicha concentraciéon disminuyo
significativamente hasta llegar a valores promedio
de 1,1x10* conidios/cm?, cuatro semanas después
de la aplicacion (Fig. 4). No se observaron
diferencias significativas entre los recuentos de
conidios de las dos hojas ubicadas en diferentes

0
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Fig. 3. Eficacia del bioplaguicida CE expuesto a radiacion UV-B (302 nm), sobre larvas de segundo
instar de D. saccharalis. Tratamientos con letras diferentes son significativamente diferentes
segun analisis de varianza ANOVA (95%). Las barras de error corresponden a la desviacion

estandar de la media.

Fig. 3. Efficacy of the biopesticide EC exposed to UVB radiation (302 nm), against second instar
larvae of D. saccharalis. Treatments with different letters are significantly different according
to Tukey’s mean comparison (95%). Error bars represent the standard deviation of the mean.
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Fig. 4. Persistencia de los conidios en las hojas de plantas de cafia de azicar aplicadas con el
bioplaguicida CE bajo condiciones de campo. Densidad de conidios (barras) y Eficacia
(Linea negra). Tratamientos con letras diferentes son significativamente diferentes segun

comparacion de medias de Tukey (95%).

Fig. 4. Persistence of conidia on sugarcane leaves applied with the EC biopesticide under field
condition. Conidia density (bars) and Efficacy (black line). Treatments with different letters
are significantly different according to Tukey’s mean comparison (95%). Error bars represent

the standard deviation of the mean.

posiciones de la planta (hoja exterior y hoja
cercana a la yagua) (Fig. 4).

De igual manera, la actividad insecticida de los
conidios en las hojas de cafa aplicadas se redujo
del 82% al 39% desde la primera semana después
de la aplicacién y fue indetectable después de tres
semanas (Fig. 4).

DISCUSION

En un trabajo previo (Garcia et al., 2018), se
determind que el aislamiento colombiano de
B. bassiana Bv062 es capaz de infectar huevos y
larvas de D. saccharalis y otras especies de este
complejo del barrenador que afectan a la cafa
de azucar en Colombia. En dicho trabajo, los
conidios sin formular presentaron una eficacia
del 90% cuando se inoculd una concentracion de
2x107 conidios/mL sobre larvas de D. saccharalis
en condiciones controladas (Garcia et al., 2018),
resultados que motivaron el desarrollo de un
prototipo de bioplaguicida formulado como
un concentrado emulsionable. En la presente
investigacion, se evalué el desempefio de
dicho producto en laboratorio y en plantas de
cafia, iniciando con la determinacion de las
concentraciones letales, las cuales no difirieron

de aquellas determinadas previamente por
Garcia et al. (2018), para los conidios sin formular
de este mismo aislamiento producidos en
medio en agar PDA (CL,, 9,04x10° conidios/mL
y CL,, 2,07x107 conidios/mL). Estos resultados
sugieren que los procesos de fermentacion y
formulacion utilizados para la produccion del CE
no afectaron la actividad insecticida del hongo.
La actividad insecticida de los microrganismos
entomopatogenos es afectada por las condiciones
utilizadas para su produccién, como por ejemplo
la composicion del medio de cultivo, las fuentes
de carbono y nitrégeno, el pH, la actividad de
agua y la temperatura entre otros (Diaz et al.,
2019; Mejia et al., 2020). En un trabajo previo,
la composicion del medio de cultivo y de la
relacién C:N del mismo, demostraron ser factores
determinantes para el rendimiento ecofisioldgico
del aislamiento Bv062, cuyos conidios producidos
en un sustrato semisdlido a base de papa fueron
mas virulentos y estables en almacenamiento que
aquellos producidos en el medio convencional a
base de arroz (Mejia et al., 2020).

La CL,, del CE determinada en laboratorio
fue usada como base para definir tres dosis de
aplicacion que fueron evaluadas sobre plantas
de cafia. Las tres dosis evaluadas resultaron



266 s: Chilean J. Agric. Anim. Sci., ex Agro-Ciencia (2021) 37(3):257-269.

en eficacias superiores al 80%, sugiriendo alta
virulencia de los propagulos fungicos y una
adecuada cobertura o distribucion de los conidios
en la superficie de las hojas y la yagua, la cual fue
ligeramente superior en las dosis alta y media.
Con base en estos resultados, se selecciond la
dosis baja del bioplaguicida (1,4 x 10'* conidios/
ha) como la dosis minima efectiva para asegurar
la factibilidad econémica del producto. La
dosis recomendada para productos bioldgicos
como los desarrollados a partir de hongos, es
un factor critico para su comercializacion, ya
que ésta debe asegurar un control eficiente de
la plaga a un precio competitivo en relacion
con otros productos disponibles en el mercado
(Ravensberg, 2011). La dosis seleccionada en
el presente trabajo para el formulado a base de
B. bassiana (1,4 x 10" conidios/ha) es similar a
la dosis reportada para otras formulaciones a
base de B. bassiana evaluadas para el control
de D. saccharalis, en donde una aplicaciéon de
10" conidios/ha de una formulacion granular
a base de B. bassiana logré disminuir los niveles
poblacionales del insecto en un 67%, asi como los
entrenudos barrenados en un 63% (Estrada et al.,
1997). Estos resultados sugieren la necesidad de
continuar determinando los factores claves en la
aplicacion del bioplaguicida en condiciones de
campo.

Respecto a la distribucién del hongo en la
superficie foliar, el resultado encontrado en
el presente trabajo permitié concluir que las
condiciones de aplicacion utilizadas favorecieron
una distribucién homogénea del producto,
obteniéndose densidades de conidios iguales
en las hojas externas y en las hojas cercanas a la
yagua. Una dispersion homogénea del producto
en las plantas de cafia es importante, ya que ésta
determina la probabilidad de que las larvas se
infecten con los conidios del hongo, considerando
el modo de acciéon topico del hongo y que las
larvas neonatas de D. saccharalis recorren las
hojas varias veces antes de ubicarse en la zona
del nudo (entre el tallo y la yagua) (Gomez
y Miranda, 2009; Cardona y Soto, 2015). Sin
embargo, es importante resaltar que cada parte
de la planta genera un microclima distinto que
puede afectar la actividad biologica del hongo,
debido a diferencias en las condiciones (Jaronski,
2010). El tipo y calidad de la formulacién también
desempefian un papel fundamental en la
cobertura de las plantas y la dispersion del hongo
entomopatogeno en el campo. En el presente
trabajo, los conidios fueron formulados como un
CE, cuya composicion incluye un vehiculo oleoso
y tensioactivos que permiten la emulsificacion
del producto al momento de su reconstitucion
en agua. La formaciéon de una emulsion estable

y homogénea, asegura una distribucion uniforme
del ingrediente activo (conidios) en el tanque
del equipo aspersor y una mejor cobertura de la
superficie foliar (Batta, 2016). El caracter oleoso
de la formulacién CE evaluada en este estudio
pudo haber sido determinante en la dispersién
y eficacia del producto, asi como lo reportaron
Guinossi et al. (2012), quienes concluyeron
que la aplicaciéon de los conidios de B. bassiana
suspendidos en aceite mejoran su dispersion en
cultivos de soya.

El recuento de UFC a partir de las muestras
recuperadas de las laminillas fue hasta diez veces
menor que los resultados obtenidos mediante
recuento en camara de Neubauer. Esta diferencia
ya ha sido reportada previamente, y posiblemente
se encuentra relacionada con las diferencias en
los principios y limitaciones de los dos métodos,
ya que el recuento de conidios en el microscopio
no permite diferenciar los conidios viables de los
no viables y en el recuento en placa, no siempre
un conidio da origen a una colonia y una UFC
puede formarse a partir de un conglomerado de
propagulos (Oliveira et al., 2015). En ese sentido,
ambos métodos deben ser afinados con el fin de
obtener una correlacion entre la presencia del
hongo en las hojas y su viabilidad.

Otro de los grandes desafios que enfrentan
los bioplaguicidas a base de hongos
entomopatogenos, es garantizar la proteccion de
los propagulos fingicos frente a factores de estrés
abidtico que afectan su efectividad y persistencia
en campo. La radiacion ultravioleta proveniente
de la luz solar es considerada como uno de los
factores medioambientales mas perjudiciales
para la viabilidad de los conidios cuando son
utilizados en campo (Fernandes et al., 2015).
En este trabajo se determind el efecto negativo
de la radiaciéon UV sobre la germinacién de los
conidios formulados y sin formular, efecto que
fue mayor a medida que aumentd el tiempo de
irradiacion. Esta disminucion fue mas evidente
para los conidios sin formular, lo que indica que
la formulacién confiere proteccion a los conidios,
posiblemente debido a la absorcion de luz UV
por el vehiculo oleoso y por los filtros ultravioleta
incluidos en ésta. Cabe destacar que se obtuvieron
resultados de inactivacion diferentes en los tres
tiempos de lectura de la germinacion de los
tratamientos (24, 48, y 72 horas), con un aumento
de la germinacién a medida que aumentod el
tiempo de lectura (Fig. 3). Este comportamiento
indica que los conidios sobrevivientes requirieron
un periodo de tiempo mayor a 24 horas para
recuperarse de los efectos causados por la
radiacién ultravioleta, posiblemente mediante la
activacion de mecanismos reparacion. Esto fue
evidenciado por Fernandes et al. (2007), quien
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describio que, el retraso de la germinacion de
aislamientos de B. bassiana expuestos a radiacion
ultravioleta UV-B pudo ser debido a la induccion
de sistemas de reparacion, como duplicacion
del material genético danado y segregacion de
cromosomas fracturados. Este resultado fue
corroborado por los resultados de eficacia, que
demostraron que los conidios no perdieron
completamente su actividad insecticida a pesar
de mostrar valores bajos de germinacion.

El ensayo de persistencia en campo demostro6
que la actividad insecticida se redujo en
aproximadamente un 50% después de la primera
semana de la aplicacion sobre plantas de cafia,
y continud disminuyendo a medida que avanzd
el tiempo de exposicion a las condiciones
ambientales. La pérdida de actividad insecticida
determinada en el presente trabajo podria ser
resultado de las drasticas condiciones climaticas
que se presentaron durante el desarrollo de los
experimentos, caracterizadas por fuertes lluvias y
alta radiacion solar. Es importante evaluar otros
factores comolaluzsolar, lalluvia, la temperatura,
la humedad, la quimica de la superficie de la
hoja, la microbiota del filoplano que también
pueden afectar la persistencia y eficacia de los
micoinsecticidas aplicados en plantas, como lo
describié Jaronski (2010). La precipitacion es
un factor determinante para la persistencia de
los conidios de hongos entomopatdgenos en la
superficie foliar, pudiendo disminuir entre un 28
y 61% el recuento de conidios en las hojas (Inglis
et al., 1995, Inglis et al, 2000; Tamez-Guerra
et al, 2000). Esta limitante se puede mitigar
incluyendo en la formulacion o mezclando
con esta en el momento de la reconstitucion,
adjuvantes que aumenten la adherencia del
producto. A pesar de que las formulaciones tipo
CE favorecen la adherencia de los conidios por su
naturaleza oleosa, existen también compuestos
poliméricos que podrian complementar esta
funcién, como el latex y el alcohol polivinilico
(Feng et al., 2018). En ese sentido, es importante
notar que los recuentos de conidios en las
hojas no presentaron una disminucién drastica
durante la semana después de la aplicacion del
bioplaguicida, mientras que la eficacia se redujo
significativamente sugiriendo que los conidios
persisitieron en las hojas pero perdieron su
actividad insecticida o su viabilidad. Esto pudo
deberse al efecto de la radiacion ultravioleta del
sol, dado que aunque la formulacién confirié
cierto nivel de fotoproteccién, ésta no fue del
100%. A pesar de la reduccién en la eficacia del
CE después de su aplicacién en plantas de cafia,
fue posible evidenciar actividad insecticida hasta
después de dos semanas, lo que contrasta con los
resultados de Estrada y Guelmes (2004), quienes

evaluaron la persistencia de otro aislamiento
de B. bassiana en hojas de cafia de azticar en
condiciones experimentales de campo. Estos
autores encontraron que los propagulos del
hongo permanecieron viables sobre las hojas
solo durante 48 horas después de la aplicacion
a plantas que estaban expuestas a condiciones
de luz solar. En este sentido, la formulacion del
hongo empleada en esta investigaciéon demostro
beneficios en la protecciéon de los conidios en
comparacion con la aplicacién de conidios sin
formular. Sin embargo, es importante optimizar
el prototipo de bioplaguicida a base de B. bassiana
Bv062, con el fin de mejorar su desempefio, junto
con laevaluacion de otras estrategias de aplicacion
que favorezcan la dispersion y establecimiento
del hongo en el ecosistema de los cultivos de
cana. Asimismo, se hace necesario continuar con
los ensayos en condiciones de campo, con el fin
de determinar las recomendaciones de aplicacion
del bioplaguicida y validar su uso en diferentes
condiciones agroclimaticas.

En conclusion, el prototipo de bioplaguicida
CE a base de conidios de Bv062 demostré un
potencial interesante para el control de D.
saccharalis, sugiriendo la necesidad de continuar
con su desarrollo y optimizacién, que junto
con la validacién de su eficacia en campo, dara
viabilidad a su posterior escalamiento, registro y
comercializacion.
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