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Ensayos de estabilidad de BOTANIGARD®,
biopesticida a base de esporas de un hongo
entomopatogeno

. Troytifio, C. Ferndndez, M. Louis, J.M., Lara (Departamento de Investigacion y Desarrollo, FUTU-
RECO BIOSCIENCE, SL).

Se evalué la estabilidad microbiolégica de muestras comerciales de BOTANIGARD® S.C, una
suspension concentrada de conidias del hongo entomopatégeno Beauveria bassiana cepa
GHA en matriz oleosa. Sobre una muestra de uno de los lotes, se hizo el seguimiento de Ia
capacidad germinativa de fas conidias cuando se aimacenaban a diferentes temperaturas (T%):
4°C, 26°C y T* ambiente. Los resultados se contrastaron frente a muestras de lotes comerciales
de distintas edades mantenidos a T* ambiente, El andiisis de los datos demostré que
BOTANIGARD® es una formulacién que mantiene viables las esporas de Bb durante mas de
500 dias cuando es almacenado sin refrigeracion. Esta caracteristica es (inica entre
formulaciones de biopesticidas similares basadas en hongos entomopatégenos y responde
a una de las principales desventajas que han tenido estos productos frente a los insecticidas
quimicos.

INTRODUCCION

iLas plagas agricolas han sido contraladas durante afios mediante el empleo de plaguicidas quimicos de fuerte impacto negative sobre los
organismos benéficos. En los iitimos afios, gran parte de la investigacién realizada en agricultura se han orientadoe hacia |a reduccion del efec-
to perjudicial de [os pestigidas sobre el medio ambiente, dando lugar 2l desarrofla de productos biopesticidas basados en microorganismos
como una de las opciones de mayor interés.

Para utilizar microorganismos como insecticidas, primero deben producirse cantidades masivas de éstos con capacidad de mantener sus pro-
piedades infectivas durante un periodo de tiempo considerable. Una buena formulacidn es la base para el éxito de un bioinsecticida y la po-
sibilidad de lograrla depende de las caracteristicas propias del microorganismo y su relacién con los componentes de la formulacidn (exci-
pientes) y del ambiente de almacenamiento (Tanzin, ef 2/, 2001). Ademas de garantizar un periedo de estabilidad, la formulacién tiene co-
mo objetivo ayudar a mejorar el contacto entre Ias unidades infectivas y la plaga objetive; armentar o mantener la virulencia y permitir su apli-
cacidn con equipos agricolas convencionales {CarsaLLo,1998). Existen cuatro funciones basicas de la formulacidn:

- Estabilizar el organismo durante la produccidn, distribucion y almacenamiento.

- Ayudar al manejo y aplicacion del producto para que pueda llegar faciimente hasta la plaga.

- Proteger el arganismo de las factores medioambientales nocivos incrementando la persistencia.

- Mejorar |a actividad de! organismo en el sitio de contacto a través del incremento de su actividad, reproduccion, contacto e interaccion
¢on ]a plaga u enfermedad objetivo.

Se ha considerado que el periode minimo de vida media, comercialmente aceptable, para un hiopesticida deberia ser de 18 meses. Esto so-
to ha sido posible hasta ahora con algunos productos de Bacilfus thuringiensis y esporas de hongos entomopatigenos almacenados en refri-
geracion. Por el contrario, 1a mayoria de pesticidas quimicas tienen periodos de vida media de hasta 2 afios, y algunos liegan incluso a cua-
tro (almacenados a temperatura ambiente). Para los insecticidas qufmicos, una prolongada vida media puede alcanzarse con relativa facili-
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dad usando aditivos apropiados, por ejemplo, antioxidanies. Los biopesticidas contienen microorganismos que usualmente estdn vivos, la
mayoria de las veces en estado latente, resultando menos estables gue los compuestos sintéticos {Burses, 1998).

Esta escasa estabilidad es visla como una de las principales razones para |la penetracidn de los biopesticidas en los mercados, ya que los
hace menos aceptables para los distribuidores y consumidores finales, acostumbrados a pesticidas guimicos mas estahles y de facil mani-
putacion, La meta final de |a investigacién y desarrollo sobre un agente de contrpl bioldgico es llegar a un producto capaz de competir con
los pesticidas quimicos, siendo |2 pérdida de viabilidad durante el almacenamiento una de las barreras mas dificiles de superar. Las matri-
ces de formulacion pueden jugar entonces un papel muy importante para mejorar Ja supervivencia como se ha demostrado en numerosas in-
vestigaciones recientes (SanpovaL-Coronana ef af, 2001).

BOTANIGARD® es un bicinsecticida utilizado ¢on éxito en programas de manejo integrade de plagas en varios paises. Cansiste en esporas
dei hongo Beauveria bassiana (cepa GHA de la coleccidn de hongos entomopatigenos del Departamento de Agricultura de EE UU (ARS-US-
DA)). Fruto del desarrollo fecnoldgico empleado en su fabricacidn, se ha obtenido una formulacidn liquida con prandes ventajas, en térmi-
nos de concentracion y estabilidad {por lanto, eficacia), respecto a muchos productos similares del mercado. El fabricante sostiene que esta
formuiacidn no necesita refrigeracion, puede aplicarse sin necesidad de coadyuvantes, y mantiene la viahilidad de sus unidades infectivas du-
rante al menos 24 meses. En este frabajo se verificd su estabilidad mediante un seguimienio periddico de |a calidad de las esporas manteni-
das a diferentes temperaturas de almacenamiento.

Materiales y métodos

Para la evaluacion se utilizaron 3 lotes del producto comercial BOTANIGARD®: : |
ES0 080502, ESQ (50402 y £50 050501, procedentes de diferentes partidas -
comercializadas en Espafia. Cada muestra consistia de una botellade 1 Len
envase de polietilenc de alta densidad almacenada a T* ambiente. La con-
centracian promedio de las muestras era de 2,0x10"0 conidias/mL de producto
final,

La muestra del Iote £SO 050501 se dividid en tres fracciones de 100 mL y
cada una se almacend a una temperalura diferente: 4°C, T ambiente y T cons- . 1
tante (26°C). Durante casi dos afos, se tomaron mensuaimerte muestras de 1mL :
de cada fraccién determinando la capacidad germinativa del hongo. Paraello, se
preparaba una suspension 1:1.000 de la muestra en agua destilada estéril sgho- ~ Ffaura 1. Esporas germinadas (G) y no germinadas (No G) de Beauveria

. . . . N . bassiana cepa GHA.

mogenizaba, y se inoculaban cingo gofas de & pL en puntos previamente sefiafz-

dos en una placa con mecio PDA. La placa se incubaba a 26°C en oscuridad
durante 10 h, y al cabo de ese tiempo se adicionaba una gota de azui de lactofe-
nol para detener el crecimienta y tefiir las esporas. Las secciones de agar que
confenfan las alicuotas se observaban al microscopio dplico (100X) v se conta- f
ban Ias esporas germinadas y no germinadas, aplicando el criterio que una es-
pora germinada es 12 que se observa hidratada y con el tubo germinativo emer-
giendo de ella con una longitud por lo menos igual al didmetro de la espora. Se
efectud un recuento total sobre 1.000 esporas en cada una de las muestras {Fi- ‘
gura 1),

El porcentaje de viabilidad se determinaba como la relacién entre las espo-
ras germinadas y el nimero total de esporas:

Resultados y discusion

La forma en que se formulan las esporas de B. bassiana en gl producto
BOTANIGARD® ha permitido que ur porcentaje muy alto de estas unidades in-
fectivas (>80%) manienga su capacidad germinativa durante casi dos afics
cuanda se almacena a 4°C, superando fa barrera de 1os 18 meses de estabiti-
dad deseados comercialmente para un bicpesticida. Ademds, cuando se ai-
macena a temperatura ambiente, después de 20 meses mds del 60% de fas es-
poras permanecen vianles (Gréfica 1}. Teniendo en cuenta que Ya concentra-
cion inicial del producto es de 2,1x101% conidias/mt, el manienimiento de la
capacidad germinativa a temperatura ambiente, permite que al cabo de 26 me-
%G =66 / (6 + eNG) o oses la cantidad de esporas viables sea de 1,2x10'0 esporas/mL, una concan-
tracidn liez veces m4s afta que 1a que tienen iniciaimente {sin almagenamfen-
to) productos formutados con olras cepas de B, bassiana, 1as cuales decla-
ran en torno a 2,0x10% esporas/ml (supcniendo ung viabiidad de! 100% Io
que es poco frecuente}. La estabilidad a temperatura ambiente se ratifico cuan-
do sa compard cen lotes almacenados durante 5 y 18 meses (Gréfica 2). Esta
mayor concentracidn y capacidad de mantenimiento, sin duda redunda en ma-
yores probabifidades de éxito en Jas aplicaciones de campo, al tiempo que fa-
cilita la comercializacion al poder manipultarse coma los insecticidas sintéti-
cos tradicionales.

% G = Porcentaje de Germinacion correspondiente a fa viabilidad; eG = N° de
esporas Germinadas; eNG = N° de esporas No Germinadas.

Una vez establecido el perfil de estabilidad de |as esporas a diferentes tem- :

peraturas, se verificaron los resultados analizando la estabilidad de los otros fo-
tes almacenadas a temperatura ambiente durante diferentes tiempos,
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Grafica 1. Variacion en el tiempo de la concentracién de esporas viables - Grafica 2. Comparacidén del analisis de estabilidad individual {lote ES0 050501)
del producto BOTANIGARD® aimacenado a diferentes temperaturas. ¢ frente a otros lotes almacenados a temperatura ambiente durante diferente
tiempo.
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En la muestra almacenada a 26°C, se observé una calda casi lineal de la via-
biitdad a lo largo del tiempo. Sin embargo nuevamentle se determind gue, ain

después de practicamente dos afios, 1a concantracién de unidades infectivas
gra cercana a 5,0x10° esporas /mL, nivel mas que suficiente para ejercer una bue-
na accitn controladora en campo. Esta concentracién es &l deble que la de otros

productos a base de 8. bassiana recién formulados.

La estabilidad alcanzada con este producto es una novedad. Otros bioin- ¢
secticidas basados en Beauveria bassianay ofros hongos declaran una estabili-
dad de un afio, si se almacenen a 4°C. Sin embarge, la forma de entender el mer-
tado de los biopesticidas también estd cambiande. Inicizimente fueron conside-

rados una alternativa directa que desplazaria a los insecticidas quimicos, algo
que nunca llegé a materializarse. Organizaciones como la 10BC (/nfernational Or-
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ganization for Biological Controf) o 1a IBMA {infernational Biopesticide Manu-
facturing Association) promueven 12 idea de considerar &l control de plagas a tra-
v&s de agentes de control bicldgice, como un modelo gue no tiene nada que
ver ¢on fa forma como hasta ahora se han interpretade las sustancias insectici-
das. Los resultados de estas pruebas demusstran en todo case que productos co-
mo BCTANIGARD® empiezan a romper paradigmas de los biopesticidas, como
SU escasa vida media o 1a obligatoriedad de mantenerlos refrigerados para con-
servar su funcionalidagl.

and formulation of biasiospores

/ Metahizium anisopiiae. Manejo Integrado de

Como disminuir o eliminar lo
residuos de plaguicidas




