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PREFACIO

Existe una creciente y sostenida demanda a nivel mundial para reemplazar los insecticidas quimicos
por biologicos. Esta demanda esta basada en dos pilares fundamentales: |a necesidad real de dar respuesta a
los problemas de salud y contaminacion ambiental ocasionados por el uso de |os plaguicidas quimicos derivada
de su uso indiscriminado y la necesidad de satisfacer la demanda de los agricultores de contar con agentes de
control de plagas que sean totalmente inocuos para la salud humana y el medio ambiente para responder, de
este modo, a la lambién sostenida y creciente demanda de los consumidores a nivel mundial por alimentos
producidos organicamente

En el camino para el desarrollo de un microorganismo en un agente de control bioldgico estan
involucrados multiples factores. Dentro de estos, la produccién eficiente y econémica en condiciones
controladas juega un papel crucial para su manufactura real en gran escala. El potencial real que existe para
avanzar en la Bloproduccion de Microorganismos ha sido el estimulo para la realizacion de este Primer Taller
Uruguayo sobre Produccion de Agentes Microbianos de Control Bioldgico.

Los objetivos de este Taller fueron la identificacion de los principales agentes de control bioldgicos
a ser desarrollados acorde a las necesidades uruguayas, el analisis de la situacién aclual de la produccion
de agentes de control biologico en Uruguay, la identificacion de las necesidades en materia de conocimiento
y tecnologia para desarrollar esta industria, los problemas y desafios a resolver por ellas en el corto,
mediano y largo plazo, y el analisis econdmico de todos estos factores dentro del marco de una agricultura
sustentable y del desarrollo de procesos de bioproduccién rentables y efectivos. Un objetivo ambicioso
de este Taller fue el de iniciar la coordinacion de grupos de investigacion uruguayos que han identificado la
misma problematica y que se encuenliran hoy trabajando dispersos en el tema.

Como organizadores, no podemos mas que expresarles nuestra gran satisfaccion por el nivel de
respuesta oblenido por la comunidad social, cientifica y empresarial que participd y debatié profundamente
estos temas durante dos dias.

Este Taller demostrd que esta es un area estratégica en la cual Uruguay puede y debe desarrollarse:
el establecimiento de las bases cientificas y tecnolégicas que permitan su desarrollo seran coherentes en
la practica con la definicion de pais Natural que el Uruguay posee.

Ing. Agr. Rosario Alzugaray Dr. Gabriel Visnovsky

Responsables por el Comité Organizador
La Estanzuela, Colonia, Uruguay, 4 de abril, 2006.

N7

INSTITUTO NACIONAL DE INVESTIGACION AGROPECUARIA

17 de marzo de 2006
Estimados colegas:

Por la presenle lenemos el gran agrado de invitarlos a participar en el "Primer Taller Uruguayo
sobreProduccién de Agentes Microbianos de Control Biologico” a realizarse en INIA La Estanzuela,
Colonia, el préximo 21 y 22 de Marzo de 2006.

El desarrollo de sistemas “limpios” o no contaminantes dentro del marco de una agricultura
sustentable a largo plazo requiere del desarrollo y la implementacién de nuevas tecnologias biologicas
para proleger y mejorar nueslros sistemas de produccidn de cultivos. Microorganismos benéficos
para la agricultura pueden ser usados como inoculantes, bicinsecticidas o para bioremediacion. El
desafio para el futuro es desarrollar sistemas de produccidn vy aplicacion econdmicos y eficientes
que permitan la utilizacién masiva de estos microorganismos benéficos para satisfacer la creciente
demanda, principalmente en agricullura y horticullura.

La temalica cenlral del taller se centralizara en |a identificacian de los principales agentes de control
biologicos a ser desarrollados acorde a las necesidades uruguayas, el andlisis de la situacion de la
produccién de agentes de control biolégico en Uruguay, la idenlificacion de las necesidades en materia
de conocimiento y tecnologia para desarrollar esta industria, los problemas y desafios a resolver por
ellas en el corto, mediano y largo plazo, y el andlisis econdmico de todos estos factores dentro del
marco de una agricultura sustenlable y del desarrollo de procesos de bioproduccitn rentables y
efectivos. Asimismo, topicos como mercado internacional de agentes de control bioldgico y estado
actual de la industria que los produce, procesos de produccion y optimizacion de agentes de control
bicloégico en bioreactores y otros sistemas, formulacion, desarrollo de sistemas de control de calidad
y analisis de productos actuales y en vias de desarrollo.

Han sido invitados a presentar sus experiencias lécnicos uruguayos que trabajan en esta area, asi
como colegas de Brasil, Argentina y Nueva Zelandia que han liderado, en sus respectivos paises,
proyectos reconocidos en control biologico de plagas y enfermedades agricolas. Ademas de la puesta
en comun de experiencias concretas, con diferente grado de desarrollo, se plantea trabajar en grupos
reducidos para facllitar la discusién profunda de las posibilidades de avance en esta area de control
de plagas y enfermedades en nuestro pais.

Esperamos contar con su presencia, quedamos a la espera de su respuesta con un muy cordial
saludo,

Comité Organizador
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CONTROL BIOLOGICO DE INSECTOS PLAGA DE INTERES FORESTAL:
HORMIGAS CORTADORAS Y GORGOJO DEL Eucalyptus

Sandra Lupa', Paola Giamberini', Alicia Sanchez', Guillermo Pérez’, Lina Betlucei’

La definicion de control biolégico liene variaciones pero siempre hace referencia al uso de uno o
mas organismos capaces de controlar agentes causales de plagas o enfermedades. El Laboratorio de
Micologia de la U. de la R. ha iniciado hace un tiempo un programa de investigacion a largo plazo sobre
biocontrol de patégenos y plagas forestales con el propdsito de atender los problemas fitosanitarios de
acuerdo con las exigencias de las normativas intemacionales sobre proteccion del medio ambiente.

Control biolégico de hormigas cortadoras

Con el proposito de reducir el uso de hormiguicidas se inicid una seleccion de hongos capaces de
infectar individuos pertenecientes a Acromyrmex spp. Se evaluaron para ello 6 cepas de Beauveria bassiana
y una de Metarhizium anisopliae en condiciones de laboratorio. La infeccién bajo condiciones de labaratorio
mostird que el tiempo letal medio para la cepa mas virulenta de B. bassiana fue menor a 5 dias con una
concentracion de 107 propagulos/ml. Este tiempo fue de 6 dias para Metarhizium a la misma concentracion
(Figura 1 Ay B),
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Figura 1. Supervivencia de A. heyeri (A) y A. hispidus (B) tratadas con M. anisopliae y B. bassiana.

Se realizaron ensayos bajo condiciones de campo con una cepa de Metarhizium y una cepa de
Beauveria. Para ello se aplicd a hormigueros de A. lundi una formulacién en polvo que contenia 10® esporas
por gr. La efectividad de los tratamientos se evalué mediante la reduccién del flujo de hormigas en las
semanas siguientes a la inoculacién, La mayoria de los hormigueros tratados con Metarhizium redujeron
su aclividad después del primer tratamiento. Después del tercer tratamiento se observd una reduccion
total de |a actividad en todos los hormigueros y la desaparicion de los caminos. Los hormigueros tratados
con B. bassiana mantuvieron su actividad normal. Tanto Metarhizium como Beauveria fueron virulentos en
condiciones de laboratorio pero en condiciones de campo solo la formulacion con Metarhizium fue efectiva.

Control biolégico del gorgojo del Eucalyptus

Gonipterus spp. es un desfoliador especifico del género Eucalyptus. El dafio es producido por los
adultos que se alimentan del borde de las hojas adultas jovenes dejando un aspecto festoneado de la hoja
y por las larvas que se alimentan del mesofilo de la hoja. Dado que el uso de insecticidas en las plantaciones
no es una alternativa efectiva, se utiliza para su control Anaphes nifens que es un controlador natural
parasitoide de huevos. No obstante esta practica, no siempre es suficiente para reducir las poblaciones de
Gonipters sp. Debido a ello se propone ofra alternativa de biocontrol utilizando hongos entomopatégenos

! Laboratario de Micologia. Facultad de Ciencias/Fac. Ingenieria.
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gue ocurren naturalmente como epizootias. Los ensayos preliminares realizados con dos especies de
hongos entomopatogenos, Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana, en laboratorio mostraron una
alta virulencia frente a estos insectos, Se evalué la moralidad de adultos infectados con una suspensién
de 107 esporas por ml. El tiempo letal medio fue de 8 dias (Fig. 2). Todos los individuos tratados presentaron
infeccian por Metarhizium. Para evaluar el efecto de Metarhizium y Beauveria sobre larvas en condiciones
de campo, se trataron 30 arboles con presencia de una alta densidad de larvas en diferentes estadios de
Gonipterus con una suspension de conidios de Beauveria y Metarhizium a una concentracién de 107
conidios/ml de cada uno de los hongos. A los B dias (luego) de la aplicacién se recogieron todos los
individuos muertos caidos sobre el nylon colocado debajo de la copa. Se obtuvo un 40 % de larvas muertas
infectadas por los hongos entomopatdgenos. Este porcentaje corresponde a la mortalidad neta. Un bajo
porcentaje mostro la presencia de los dos hongos en una misma larva y la mayoria de las larvas murieron
debido a la infeccion producida por B. bassiana (Figura 3). La infeccion se hizo evidente por la coloracion
rosacea que adquieren las larvas muertas y la posterior fructificacion del hongo. Tanto Beauveria como
Metarhizium son capaces de infectar individuos adultos (en condiciones de laboratorio) y larvas en distintos
estadios. La aplicacion puede realizarse cuando los niveles poblacionales de A. nitens son bajos, con lo
cual no se gjerce un efecto negativo sobre la poblacion del parasitoide. La cepa de Beauveria fue mas
virulenta ya que se recupero en mayor numero de larvas. La estrategia de aplicacién a campo fue efectiva
para el control de larvas.
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Figura 2, Mortalidad acumulada (%) de adultos de Gonipterus sp. luego de la aplicacién de propagulos
de Metarhizium anisopliae
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Figura 3. Mortalidad lotal de larvas en condiciones de campo de Goniplerus sp. tratadas con Beauveria
bassiana y Metarhizium anisopliae.



CONTROL BIOLOGICO DE Phoracantha recurva POR Beauveria bassiana
Alicia Sanchez', Sandra Lupo?, & Lina Bellucci?

Las plantaciones de Eucalyplus son afectadas por diversas plagas, entre ellas Phoracantha recurva
y Phoracantha semipunctata. Estas especies fueron introducidas en Uruguay y potencialmente pueden
constituir una plaga como ocurre en ofras regiones donde las plantaciones se ven afectadas periddicamente
por condiciones de estrés. El control guimico de estos insectos no ha resultado viable ya que la mayor
parte de su desarrollo permanece oculto en el hospedero y es muy costoso. Beauveria bassiana es un
hongo entomopatdgeno que ocurre en condiciones naturales, enzodticamente o provocando epizootias en
vanas plagas. Este hongo ha sido utilizado para controlar insectos perjudiciales en diversas plantaciones
forestales. Con la finalidad de evaluar la posibilidad de efectuar el conirol bioclégico de P recurva (se
aislaron), cepas de Beauveria a partir de cadaveres de P. recurva muertos naturalmente en el campo en
diferentes localidades del pais (Tabla 1).

Tabla 1. Cepas aisladas de adullos de F. recurva y P. semipunctata naturalmente infectados en diferentes
localidades de Uruguay.

Caracteristicas del micelio y conidios.

Cepas Hospedero Departamenta’ Tamafio de los conidios (1 )"
mf P recurva Tacuarembd 19+0.72x1x0.5
'ﬁ;’f P semipunctata Paysandd 20£02x20£02
'1";“"?"“? P recurva Canelones 20£06x2105
’;‘;"Hng P recurva Rio Negro 16+03x20£01
m- P recurva Lavalieja 20£0.4x20£05
"ﬂ‘;g P recurva Paysand 25+03x26+403

Con el objetivo de seleccionar una de las 6 cepas para los estudios de patogenicidad se determinaron
algunas caracteristicas ecofisiologicas de las mismas. Se determiné la capacidad de producir enzimas
proteoliticas (medio ulilizado agar-gelatina) y lipoliticas (medio utilizado agar-Tween) asi como la capacidad
de germinacion de las esporas de las distintas cepas a diferentes actividades hidricas, temperatura y pH.
La cepa seleccionada para evaluar la patogenicidad en condiciones de laboratorio fue la MVHC 11727, la
cual presentd alta capacidad de germinar en las condiciones ensayadas y produjo los mas altos niveles de
proteasas y lipasas (Tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas ecofisiologicas de la cepa MVHC 11727

% Yo % Yo
germinacion germinacion germinacion | germinacién Actividad Actividad
aw=0.99 25°C y aw=1 pHE pH5..5 Proteolitica® Lipolitica®
98.9+1.9 63.942.5 94.0+£5.3 96.7£1.2 1.40 1.34

! Tesisla de Maesiria PEDECIBA, Biclogia. Tuler: Dra. Lina Bettucci
¢ Laboratorio de Micologia, Fac. de Ciencias-Fac. de Ingenieria
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a: indice que representa las actividades enzimaticas expresadas como cociente entre los dimetros de las zonas degradadas
¥ les de crecimiento. Valores 1 o7, indican zonas degradadas solamenle debajo de la colonia, valores "1, indican la
secrecion de enzimas en el medio resultando en una zona degradada alrededor de la colonia,

Los insectos, manlenidos en camaras de cria se inocularon por inmersién en suspensiones de
propagulos a distinta concentracion. Se determind el tiempo letal medio (LT,,) a distintas concentraciones
de conidios y la dosis letal media, aplicando un modelo obtenide mediante un ajuste de minimos cuadrados
no lineal a las curvas de mortalidad acumulada de dichas concentraciones. Luego de la inoculacion los
insectos disminuyeron la motilidad, a las dosis mas altas la oviposicion se interrumpio parcial o totalmente
y finalmente se produjo la muerte. El tiempo letal medio para la cepa mas virulenta fue de 6 dias a la
concentracion mas alta (107 conidios). Este tiempo fue mayor a concentraciones mas bajas (Tabla 3).

Los resultados obtenidos en este Irabajo constituyen el primer aporie de control bioldgico de
Phoracantha ulilizando hongos entomopatégenos.

Por sus caracteristicas fisiologicas y efecto patogénico en adultos de P recurva, la cepa MVHC
11727 puede ser ulilizada en un eventual programa de control biologico de Phoracantha spp. En el presente
trabajo se abordd el control bioldgico de individuos adullos. Sin embargo, seria de interés estudiar el
efeclo de Beauveria bassiana sobre larvas, responsables de los dafos.

Es necesario evaluar estrategias para su aplicacion en plantaciones, similares a las evaluadas
positivamente con otros cerambicidos, con el objetivo de desarrollar una nueva alternativa de control,

Tabla 3. Periodo medio entre la inoculacion y muerte de adultos de P, recurva infectados con las dosis de
conidios/ml de la cepa MVHC 11727, momento de aparicion del micelio, porcentaje de mortalidad
total y Dosis Letal media (LC,,) de dicha cepa.

Dosis. N | Periodoinoculacion- | %mortalidad total Aparicionde] LG,
(conidios/ml) muerte(X £\, dias) micelio(X £\, dias) | (conidios /ml)
107 46 6.4 £0.97 a8 2.410.58%
‘FD". 42 8.1 +36 g2 2.5+1.06° 2 80 x 10°
10 38 10.8£4.8" 79 3.4+1.300
10 36 13.2 £1.0¢ 75 3,5+1.08"°
Control 48 420+9.0¢ 0 0
‘Medias en una misma columna, sequidas de diferente letrs son estadislicamente diferentes (F=17.61,
p=0.000, g.I=81, lest LSD, 4=0.05). "Medias en uns misma columna, seguidas de diferente latra son
estadisticamente diferentes (F=542, p=0.002, g.=81, lest LSD&=0.05.
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CONTROL BIOLOGICO DE LA FUSARIOSIS DE LA ESPIGA DE TRIGO Y CEBADA

Pereyra, S.'; Garmendia, G.%; Cabrera, M.?; Vero, S.2; Pianzzola, M. %; Dill-Macky, R.?

Resumen

La fusariosis de |la espiga de trigo y cebada es una enfermedad devastadora a nivel mundial y ha
sido epidémica en el Cono Sur de América del Sur en la dllima década. Aclualmente ninguna practica de
manejo de la enfermedad es por si efectiva y el control biologico podria ser una herramienta mas en el
manejo integrado de la fusariosis de |a espiga. En Uruguay desde 2003, se vienen llevando a cabo trabajos
con el fin de determinar la efectividad del uso de agenles de bioconiral aplicados en espigas o en rasirojos
de trigo en reducir la infeccidon o la produccién de indculo primario de Gibberella zeae (Fusarium
graminearum), respectivamente. Los resultados preliminares indican la polencialidad de la aplicacion de
Trichoderma harzianum en reducir la produccion de peritecios de G zeae en el rastrojo.

Es necesario contar con mayor informacion para poder integrar al control bioldgico en el manejo de
la fusariosis de la espiga

' Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria (INIA), La Estanzuela. Ruta 50, km11, C.C. 39173, 70000, Colonia,

URUGUAY
2 Facultad de Quimica, Universidad de la Repliblica, Gral. Flores 2124, Montevideo, URUGUAY
' Departamento de Fitopatologia, Universidad de Minnesota, 1991 Upper Buford Circle;, Saint Paul, MN 55108, U.S.A.
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ESTRATEGIAS DE MANEJO INTEGRADO DE LA FUSARIOSIS DE TRIGO

Mdnica Cabrera', Gabriela Garmendia', Silvia Pereyra?, Silvana Vero'

La fusariosis del trigo es una enfermedad que causa grandes perdidas de rendimiento y calidad en
granos de trigo, en las regiones himedas de todo el mundo. En las zafras (2001/2002 y 2002/2003) esta
enfermedad tuvo una alla incidencia en nuestro pals, comprometiendo los rendimienlos de grano y la
comercializacion (Pereyra, 2003)

Esta enfermedad puede ser producida por hongos de varias especies perlenecientes al genero
Fusarium entre ellas Giberella zeae (anamorfo Fusarium graminearum). Por otro lado, cepas de algunas
de estas especies son capaces de producir micotoxinas durante la colonizacion del grano y en algunos
casos durante el almacenamiento. La zearalenona y los tricotecenos, entre ellos el deoxinivalenol (DON),
son las micotoxinas predominantes en granos de trigo en nuestro pais. El DON puede inhibir la incorporacion
de aminoacidos y la produccion de proteina en los tejidos de la planta. Ademas los granos contaminados
no son adecuados para el consumo humano. A bajas dosis esta micoloxina puede causar rechazo al
alimento, mientras que dosis mayores induce vomilos, diarrea, susceptibilidad a infecciones y hemorragias.
La presencia de DON en harina de trigo, y alimentos elaborados en base a trigo, esta reglamentada en
nuestro pais a partir del decreto 533/001 del Poder Ejecutivo, que fija 1 ppm como limite maximo. Existen
estudios que vinculan la produccion de DON con la capacidad del hongo para producir enfermedad en la
planta sosteniendo que el DON seria un factor de virulencia del hongo.

El Fusarium permanece en los rastrojos en el suelo, donde es capaz de germinar dando lugar a la
formacion de micelio con conidias o perilecios (en el caso de Giberella zeae). Las conidias o ascosporas
producidas son llevadas por el viento y la lluvia hasta los 6rganos susceptibles los cuales son colonizados.
La floracion es el momento de mayor susceptibilidad siendo las anteras la principal via de entrada en este
caso. Si ocurren infecciones tempranas, se produce la muerte de las flores. Infecciones mas tardias
daran lugar a granos no totalmente desarrollados. Si la infeccidn ocurre después del desarrollo del grano,
se obtendran granos de aspecto normal, pero contaminados con hongos ¥y micotoxinas. Estos granos
pueden ser la fuente de indculo para otros granos dentro de la espiga. Segun este ciclo, el control de esta
enfermedad se podria realizar disminuyendo el indculo primario (ascosporas o conidias producidas en los
rastrojos) o impidiendo la infeccidn de las paries susceplibles de la planta.

El control bioldgico, podria ser una opcidn viable para reducir |la incidencia y severidad de la
enfermedad. Si bien no existe hasta el momento ningln producto comercial, el desarrollo de la investigacion
a nivel mundial es amplio y ha demostrado la posibilidad del uso de agentes de biocontrol para esta
enfermedad (Perondi ef al,, 1996; Bujlod et al., 2001, Khan et al., 2001). En experimentos a nivel de campo
se ha logrado una proteccion del orden del 50 al 60% (Khan ef al., 2004).

La eficiencia de los agentes biocontroladores depende de la cepa de patdgeno ulilizada para los
ensayos. Esto fue demostrado por Khan et al. (2001) quienes trabajaron con tres cepas de Giberella zeae
de diferente agresividad. En su lrabajo se muestra que la accion de los biocontroladores ensayados era
maxima cuando se utilizaba la cepa de palégeno menos agresiva. En ese caso, |a proleccion dada por el
mejor antagonista llegaba a niveles del 97%, mientras que si se usaba |a cepa de patdogeno mas agresiva
la proteccion era solamente del 27%. Es importante, entonces, en la seleccion de antagonistas, realizar
los ensayos de biccontrol utilizando una cepa de patdgeno seleccionada por su agresividad.

El trabajo de nuestro equipo consiste en desarrollar estrategias de control bioldégico para el control
de la fusariosis de espiga, de forma de sustituir o complementar las medidas de manejo actuales. Se
plantea ulilizar medidas de control biolégico para disminuir el indeulo primario presente en los rastrojos y
para impedir la colonizacion posterior de las anteras en floracion. El primer paso consistio en seleccionar

' Caledra de Microbiologia. Departamento de Biociencias. Facultad de Quimica
ZIMNIA La Estanzuela
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cepas de patdgeno que resultaran agresivas en los dos sitios de accion. Es decir, cepas capaces de
colonizar rastrojos y producir el mayor numero de unidades infectivas, y cepas muy agresivas en la infeccion
de anteras. En primer lugar se realizaron asilamientos de cepas pertenecientes al género Fusarium que
estuvieran infectando granos de trigo provenientes de diferentes puntos de produccion del pais, Las cepas
seleccionadas se idenlificaron fenolipicamente a nivel de especie y a nivel molecular con el uso de primers
especificos disefados para cada una de las especies patégenas. En una primera instancia la mayoria de
las cepas fueron identificadas como Fusarum graminearum, sin embargo no todas fueron capaces de
producir pernitecios en las condiciones de ensayo. Con el fin de determinar diferencias inlraespecificas se
disend un método molecular basado en primers RAPD, que ya habia sido utilizado por nuestro grupo para
identificacion de otras especies fungicas (Pianzzola ef al,, 2004). La mayoria de las cepas mostraron un
mismao perfil de bandas de amplificacion con los primers ensayados, sin embargo se obtuvieron perfiles
diferentes para dos de las cepas identificadas previamente como F graminearum. Todas las cepas fueran
enviadas al laboratorio del Dr. K. O'Donnell perteneciente al USDA (USA) quien previamente habia definido
9 especies diferentes dentro de lo que previamente se conocia como Fusarium gramineraum. La
identificacion molecular llevada a cabo en su laboratorio definié a la mayoria de nuestras cepas como
pertenecientes a la nueva (y mas restringida) especie Fusarium graminearum mientras gue las cepas que
mostraron diferentes perfiles de RAPD fueron identificadas como Fusarium austroamericanum y Fusarium
corfateriae.

Los aislamientos de Fusarium fueron caracterizados por produccion de DON, sensibilidad a
fungicidas y por capacidad de colonizar y producir peritecios en rastrojos de trigo. Basados en estos
ensayos se selecciond una cepa de patogeno perleneciente a la especie Fusarium graminearum (cepa
224a) como patdgeno para continuar el trabajo. De igual modo se seleccionaron 9 cepas con elevada
capacidad de produccion de DON y baja sensibilidad a fungicidas para realizar ensayos de patogenicidad
en flor de forma de enconirar la cepa de nuestra coleccion que resultara mas peligrosa y dificil de controlar
una vez Inoculada en flor.

Para disminuir el inéculo primario en rasirojo se buscaron hongos del género Trichoderma en
rasirojos de frigo. Los hongos de este género tienen un conocido potencial como micoparasitos, por lo
cual se pensd gue podrian degradar las estrucluras de patdgenos presentes en los rasirojos. Se aislaron
16 cepas del género Trichoderma. El proceso de seleccion planteado implica la busqueda de una cepa
con elevada capacidad de colonizacidn de rastrojos y de inhibicion del desarrolio del hongo patdgeno en
esas condiciones. Se busca ademas una cepa que sea capaz de degradar los rastrojos de trigo, y que
sea resistente al herbicida ulilizado en el cultive de forma de poder ser aplicado junto con el mismo,
evitando asi dos aplicaciones conseculivas. En primer lugar se estudio la capacidad de todas las cepas
de inhibir el crecimiento del patdgeno seleccionado en cultivos duales in vitro (Figura1). La mayoria de las
cepas de Trichoderma ensayadas fueron capaces de inhibir el desarrollo del patégeno invadiendo el micelio
del mismo cuando las hifas entraban en contacto. Solo una de las cepas de Trichoderma no pudo avanzar
sobre el patbgeno en cultivo dual (cepa 3). Como resultado de este ensayo dos cepas fueron seleccionadas
por su alla capacidad invasiva (cepas 7 y 13). El siguiente paso consistid en determinar la capacidad de
cada cepa de Trichoderma de crecer en presencia de paredes del hongo patégeno como dnica fuente de
carbono y de producir enzimas capaces de degradar dichas paredes. Esta demostrado que estas enzimas
(quitinasas, *1,3 glucanasas y proleasas), juegan un rol muy importante en el micoparasitismo. Los
resultados muestran que existen diferentes capacidades de produccion segun las cepas (Figura 2). La
cepa con menor produccion de glucanasas fue la cepa 3 la cual no pudo avanzar sobre el micelio del
patégeno en cullivo dual. Este resullado parcial podria dar un indicio de la importancia de las glucanasas
en &l micoparasitismo.

Por otro lado, se estudié el potencial de cada cepa con respecto a la degradacion de rastrojos.
Para ello se cuantificd la cantidad de xilanasas (Fig3) vy celulasas producidas por cada cepa. A su vez se
ha comenzado a evaluar la disminucion de hemicelulosa y celulosa en rastrojos inoculados con cada una
de las cepas de Trichoderma. En 30 dias de incubacion, se han encontrado diferencias entre la cantidad
de hemicelulosa presente en rastrojos inoculados y la existente en un control sin inocular, indicando que
en este lapso de tiempo se verificaria una degradacion parcial de los rastrojos. En esle momento se estan
realizando ensayas con 60 dias de incubacién.
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Seis de las cepas de Trichoderma pudieron ser identificadas fenotipicamente. Segun estos resultados
se cuenla con una cepa de T. atroviride, dos cepas de T citriniviride, dos cepas de T. harzianum y una
cepa de T koningii. La identidad de estas cepas sera confirmada por secuenciacion de la region ITS1-
ITS2 del rDNA y posterior comparacion con la base de datos del Gen Bank. La identificacion de las cepas
restantes tambien se realizara por métodos moleculares. La secuenciacion de esta region permitira
ademas, distinguir si las cepas identificadas como T. harzianum, pertenecen a los subgrupos denominados
Th2 o Th4 los cuales se caraclerizan por su alta agresividad contra hongos comestibles. Esta caracleristica
deberia ser lenida en cuenta a la hora de seleccionar un agente de control biologico, en especial cuando
se piensa en una aplicacion masiva en un cullivo extensivo.,

Por ullimo, las cepas seleccionadas en los ensayos anteriores seran evaluadas en su capacidad
de impedir el desarrollo micelial y |a formacion de peritecios del patégeno en rastrojos.
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Figura 2. Actividades enzimaticas expresadas como unidades de enzima (U.E.) de las cepas de
Trichoderma creciendo con paredes de F. graminearum como (nica fuente de carbono.
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Figura 3. Actividad xilanasa expresada como unidades de enzima (U.E.) de las cepas de Trichoderma
creciendo con xilano como Unica fuente de carbono.
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DESARROLLO DE MICOINSECTICIDAS EN ARGENTINA
Dr. Roberto Lecuona’

En el Instituto de Microbiologia y Zoologia Agricala (IMYZA) se vienen realizando investigaciones
para desarrollar micoinsecticidas basados en hongos entomopalégenos.

Las primeras investigaciones se iniciaron con el hongo Beauveria bassiana para el control de
Diatraea saccharalis. Asimismo, se ha trabajado con otras cepas y otras especies fungicas (Metarhizium
anisopliae y Nomuraea rileyi) para larvas defoliadoras en soja, tucuras, picudo del algodonero, chinches
e insectos de suelo.

Actualmente, las investigaciones se han ampliado a garrapatas, moscas blancas, cucarachas,
vinchucas y mosca domestica.

Las aclividades que mas han avanzado para obtener micoinsecticidas se centran en las dos
ultimas plagas, donde se estan iniciando los tramites de registro experimental.

Para el caso de la vinchuca, Triatoma infestans, las investigaciones comenzaron con bioensayos para
seleccionar cepas efectivas. Si bien no se han encontrado ejemplares parasitados naturalmente, se
observd que en laboralorio las vinchucas son muy sensibles a cepas de B. bassiana y M. anisopliae.

Esto determind que se pudieran seleccionar varias cepas altamente virulentas dentro de un
grupo menor a 100 cepas. Se decidio conlinuar las experiencias con cepas de B. bassiana y se determind
la DL, para ninfas y adultos, el rango de hospedante con otras especies peridomiciliarias de vinchucas,
su efeclividad a dislintas temperaturas y tenores de humedad relativa, la compatibilidad con insecticidas
a distintas dosis, la virulencia segln el origen geografico de las vinchucas, la produccién en sustrato
solido y ensayos en ranchos experimentales de 1 m®

Mediante un Convenio de Investigacion, Desarrollo y Transferencia Tecnoldgica con una empresa
privada (2002-2012), 1as actlividades de produccion y formulacion las esta realizandeo dicha empresa. El
objetivo es oblener una formulacién comercial de calidad. Para esto, durante el Gllimo afio, se han
probado distintas preparaciones que condujeron a que en estos momentos se ha iniciado el tramite de
registro en el Ministerio de Salud. Una vez que se tenga el registro experimental, se solicitara la
colaboracion para realizar las evaluaciones a campo.

Para el caso de |la mosca doméstica, Musca domestica, los bicensayos también se iniciaron
con cepas de la micoteca por no disponer de aislamientos nativos. Se determind la DL, de B. bassiana
sobre hembras y machos, la compatibilidad con parasitoides de pupas que normalmente se emplean
en el control de esta plaga, la produccion sobre sustrato solido, formulaciones liquidas tipo pinturas y las
granuladas y los cebos alimentarios y sexuales.

Mediante el Convenio citado, la empresa se dedica a la produccién y formulacién de una
preparacion granular con cebo sexual que se ensayod con resultados satisfactorios y esta iniciando los
tramites de registro experimental.

' IMYZA INTA Castelar. imyza@cnia.inta.gov.ar
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AVANCES EN EL USO DE Trichoderma harzianum COMO AGENTE DE BIOCONTROL Y
PROMOTOR DE CRECIMIENTO EN VIVEROS FORESTALES

Ing. Agr. Graciela Romero"

* La inoculacion del sustrato previo a la siembra con Trichoderma harzianum tuvo efecto promotor
en el crecimiento, que se evidencia en todos los parametros de calidad evaluados.

* Para todos los parametros evaluados, se observd que con el agregado de la mitad de la dosis de
fertilizacian utilizada por Colonvade S.A. en presencia del agente de biocontrol, se obtuvo mejar
calidad de plantin que con el agregado de |a dosis empleada actualmente por la empresa sin dicho

agenle.

= La dosis de fertilizanle con la cual se obtiene el maximo valor para los paramelros: Peso fresco
total, Peso fresco parte aérea y Peso seco parle aérea, es aproximadamente tres veces la
fertilizacion Colonvade S.A. Por este molivo, se sugiere usar dos veces |la dosis de la empresa ya
que no se observaron diferencias significativas entre aplicar dos y cuatro veces la dosis Colonvade
SA.

= No se pudo evaluar &l efecto de Trichoderma harzianum como agente de biocontrol, ya que no se
observaron enfermedades en el ensayo.

* La sobrevivencia de Trichoderma harzianum en el sustrato se mantuvo en niveles aceptablesa lo
largo del ensayo. No se pudo comprobar inmovilizacion de nutrientes por parte del agente de
biocontrol con las dosis de ferfilizacion agregadas.

« Los parametros de calidad: Altura, Peso fresco radical y Peso seco radical no resullaron Utiles para
ajustar dosis de fertilizacion, ya que no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos
con agentes de biocontrol.

' Proteccion Forestal, Facultad de Agronomia,
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EFECTO DE DIFERENTES TRATAMIENTOS CON Trichoderma harzianum SOBRE
EL CONTROL DE Botrytis cinerea EN EL CULTIVO DE TOMATE BAJO CUBIERTA.

Ing.Agr. Roberto Bernal'

La bolrylis es el principal problema de enfermedades aéreas producido por hongos en condiciones
de invernaculo en el cullivo de lomate, siendo necesarias en algunos casos de acuerdo a las condiciones
climaticas reinanles realizar desde 12 hasta 15 aplicaciones anuales de fungicidas. Alaca hojas, tallos y
frutas. El tomate se trasplanta generalmente desde febrero a marzo y en algunos casos el cultivo se
manliene hasta diciembre o aun mas larde en las zonas de Salto y Bella Union dependiendo de las
condiciones de mercado. En este periodo a mediados de otofio, en los meses de invierno y principios de
primavera se dan condiciones propicias para el desarrollo de este hongo sobre lodo debido a la alla humedad
relativa y cielo nublado por lapsos extensos.

Debido a la alla utilizacion de fungicidas para el control de la enfermedad, se estan buscando
alternativas mas amigables con el medio ambiente. En ese sentido se comenzaron hace varios afios
experimentos evaluando el hongo frichoderma harzianum para el control de botrytis. Analizando los datos
obtenidos se concluye primariamente que cuando las condiciones son muy propicias para el desarrollo de
la enfermedad este hongo no muestra una alla efectividad en &l contral cuando se aplica individualmente.
Cuando el ataque no es muy intenso el comportamiento de este hongo se vuelve mas eficiente. También
cuando se alternan fungicidas con el Trichoderma se han obtenido resullados interesantes lograndose
reducir las aplicaciones de agroquimicos en un 50%. En el momento se continta estudiando este hongo
utilizando diferentes formas de aplicacion (aplicacion al suelo previo al trasplante y foliar) y a su vez
ensayando otros productos inductores de resistencia (Bion 500 WG, Acibenzolar-S-Methyl) que no han
dado buen resultado ya que fueron nocivos para la planta de tomate. Esta linea de investigacion es constante
y se esia en |a busqueda de alternativas con el fin de reducir el nimero de aplicaciones de agroquimicos,

' INIA Salto Grande.
19



CONTROL BIOLOGICO DE PATOGENOS POSCOSECHA DE MANZANAS Y CITRUS
Garmendia, G.' ; Garal, F."; Silvera, E.%; de Aurrecochea, 1. Vero, S.'

Las frutas y hortalizas son susceplibles a ser alacadas por diferentes patdgenos luego de ser
cosechadas. En particular, en el caso de manzanas y citrus, las enfermedades poscosecha constituyen
una importarnite causa de pérdidas durante el almacenamiento, siendo Penicillium expansum, Penicillium
solitum y Botrytis cinerea los principales patdgenos poscosecha. En el caso de citrus los principales
patogenos poscosecha son Penicillium digitatum y Penicillium italicum. Para controlar estas enfermedades
se recurre a lratamientos poscosecha, los cuales involucran aplicacién de fungicidas de sintesis quimica.
El uso de este tipo de productos trae asociados problemas tales como contaminacion ambiental, riesgo
para los consumidores y la aparicion de cepas de patdgenos resistentes. Como alternativa al control
quimico se plantean estrategias de control integrado, las cuales combinan el control fisico, el control
cultural y el control biolégico, con minimas aplicaciones de fungicidas en los casos en que sea estrictamente
necesario.

El objetivo general de este trabajo es desarrollar un esquema de manejo poscosecha basado en el
conltrol biolégico, que minimice el uso de fungicidas de sintesis quimica, disminuyendo de esta manera los
residuos plaguicidas en la fruta. Se propone el uso de microorganismos antagonistas y la aplicacion de
sustancias nalurales (acido acético y bicarbonato de sodio).

Como estrategia de trabajo se planted, en primer lugar, el aislamiento de cepas nativas de patdgenos
poscosecha de manzana y citrus, su identificacion v caracterizacion. La caracterizacion se realizo en
base a su agresividad en fruto y a resistencia a fungicidas de uso comercial in vitro y en condiciones de
uso. De esta manera se seleccionaron cepas de palégenos poscosecha tanto de manzana como de
citrus agresivos y con alla resistencia a fungicidas con los cuales se continud trabajando. En segundo
lugar, se aislaron posibles microorganismos antagonistas de la superficie de manzanas y limones sanos
almacenados en camara fria durante 6 meses. Estos posibles microorganismos antagonistas fueron
seleccionados en base a su capacidad de crecer a 5°C y a ensayos de biocontrol en fruta. En estos
ensayos se enfrentaron aquellos microorganismos capaces de crecer a bajas temperaturas a patogenos
poscosecha de manzana y citrus en heridas en fruto, los cuales se almacenaron en camara fria durante
tres meses y un mes respectivamente. Posteriormente se determind la incidencia de la enfermedad.

En la grafica 1 se observa el resultado del ensayo de biocontrol sobre heridas Washington Navel
contra P italicum a 5°C de los aislamientos seleccionados en base a su capacidad de crecimiento a
bajas lemperaturas.

5
5
-4
Ea
g3
i E
,E? Grafica 1
Es L S =
ao M e )
A oy .~ 5] 9 - 1Y LN o
dﬁéﬁq”ﬁwﬁq‘?ﬁq”#\iy
Tratam kenlos

! Catedra de Microbiologia. Facultad de Quimica.
* Caledra de Fitopatologia. Departamento de Proteccion Vegetal. Facullad de Agronomia.

* Departamento de Estadistica, Biometria y Computacion, Facullad de Agronomia.
20

Se seleccionaron aquellos microorganismos capaces de controlar los sintomas de la enfermedad.
Se seleccionaron tres cepas de antagonistas. Dos de ellas (PL1 y PL9) aisladas de limones y capaces de
biocontrolar tanto palégenos poscosecha de manzana como de cilrus. La lercera cepa (B) fue aislada de
manzana y capaz de controlar solamente |os patdgenos poscosecha de manzana. En la figura 1 se puede
observar el resultado del ensayo para la cepa B frente a P. expansum en herida de manzana.

Herida control

Herida protegida

Figura 1. Ensayo de biocontrol, cepa B.

Las cepas de anlagonisias fueron identificadas a nivel de especie fenolipica y genotipicamente y
posteriormente caraclerizadas. Las cepas fueron identificadas como Aurecbasidium pullulans (cepa B),
Leucosporidium scotti (PL9) y Cyslofilobasidium infirmomiatum (cepa PL1). Para la caracterizacion se
determind su temperatura optima de crecimiento, el pH éptime, la concentracién inhibitoria minima de
quitosano, la resislencia in vifro a fungicidas de uso comercial, y sus mecanismos de accién.

La temperatura optima de crecimiento de los antagonistas fue de 25°C, mientras que su temperatura
maxima fue de 34°C. Por lo tanto, ninguno de los microorganismos fue capaz de crecer a temperaturas
mayores de 34°C, observandose muerte microbiana a 37°C. Eslo nos eslaria Indicando que no serian
capaces de colonizar el cuerpo humano. En cuanto a la resistencia a fungicidas, los antagonistas mostraron
mayores niveles de resistencia in vilro que las cepas nativas de patdgenos.

Las tres cepas fueron capaces de colonizar heridas de manzana y naranjas a 1°C. Ninguna de las
cepas seleccionadas presentd inhibicion de los patdgenos poscosecha en cultivos duales, por lo lanto, no
se constatd |la produccion de metabolitos antiflingicos difusibles en las condiciones del ensayo. Esle
resullado puede observarse en la figura 2,

Figura 2.

Sin embargt si se detecto la produccion de enzimas liticas (quilinasas y glucanasas) capaces de
hidrolizar paredes de hongos. Una de |as cepas seleccionadas, la cepa B, fue capaz de inhibir la germinacién
de conidias de P. expansum en aproximadamente un 30% respecto al control. Esta misma cepa es capaz
de producir siderdforos tipo hidroxamato.

Se estudié tlambién la capacidad curativa de enfermedades poscosecha de suslancias nalurales
coro ser acido acético (4%) y bicarbonato de sodio (3%). Manzanas y naranjas con heridas inoculadas
con patégenos respeclivos fueron sumergidas en bafio con las sustancias nalurales, almacenadas en
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camara &l tiempo correspondiente y posteriormente se determind la incldencia de pudricion, Esta medida
fue efectiva para el control de patégenos de citrus, pero no los de manzana, como puede observarse en
las figuras 3 y 4.

Control NaHCOs 3%

Figura 4. Capacidad curativa de NaHCO, 3% y HAc 4% sobre P. expansum
Como pasos a seguir se plantea |a optimizacion de las condiiones de produccion de estos

microorganismos antagonistas a mayor escala, asi como la produccion de los mismos adaptados a
condiciones de estrés, Se plantea también el desarrollo de una formulacion.
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PRODUCCION DE HONGOS ENTDMDFA'I:&GENDS PARA
EL CONTROL BIOLOGICO DE PLAGAS AGRICOLAS EN BRASIL

Dr. Daniel Sosa Gomez'

El siguiente trabajo corresponde al material desgrabado de la intervencitn del autor

Lo mas importante en el inicio de un proyecto de control microbiano es la construccion de colecciones
de cultivos de microorganismos, en este caso de hongos entomopatogenos. A nivel mundial creo que la
coleccidn mas importante esté en el Departamento de Agricultura de EEUU, en la Universidad de Cornell.
Este catdlogo es bastante antiguo pero esta siendo actualizado permanentemente en Internet. Quien
mantiene esta coleccion es el Dr, Humberg, del Departamento de Agricultura. Ellos peseen mas de 7.000
aislamientos de hongos entomopatdgenos, lo cual constituye una fuente muy importante de germoplasma.
Seria muy importante también que en Uruguay se construyan este tipo de colecciones para preservar los
genolipos que existen, para poder hacer estudios comparativos de diferentes laboratorios. En EMBRAPA,
por ejemplo, tenemos una coleccién que esta relacionada con entomopatogenos que se encuentran en
inseclos asociados a soja. Es muy importante en nuestros paises, que tienen pocos recursos, dirigir
todas las investigaciones para evitar el desperdicio de esos recursos. Lo importante entonces, es establecer
cuales son las plagas clave que tenemos que controlar y definir el problema, y determinar cual es el
potencial real de control que tenemos para esa plaga, con hongos en este caso.

Existen insectos gue son susceptibles a hongos y otros que no lo son. Escoger el inseclo blanco es
muy importante, y hay que lener cautela con proyectos con posibilidades de éxito reducidas. Un ejemplo
es el control de Scaplocoris castanea con hongos entomopatogenos. Este insecto es una chinche hipogea,
y cuando el suelo carece de humedad el insecto puede buscarla hasta a un metro y medio de profundidad.
En eslos casos, la utilizacion de hongos entomopatdgenos y la posibilidad de éxito son complicadas, y hay
gue tener mucho cuidado. Existen hongos que pueden producirse masivamente en medios de cultivo de
manera simple y otros que no, como también existen aquellos que naturalmente poseen una alta eficiencia
como otros que no. Nomuraea rileyi, que es un hongo que ataca orugas de |a soja, es dificil de multiplicar
en medios de cultivo artificiales, como asi también lo es Pandora gammae. Por otro lado, Zoophthora
radicans es relativamente mas facil de multiplicar, aunque también presenta sus dificullades.

Pandora gammae, que ataca a Spodoplera, produce una alta cantidad de conidios que se dispersan
facilmente en el ambiente y es muy eficiente como agente de control natural, pero es muy dificil de producir
en medios arlificiales. Es un desafio que tenemos los paltdlogos de insectos en la produccion de estos

organismaos.

Los conidios y nucleos de Pandora gammae son muy grandes. Zoophthora radicans es un hongo
muy eficiente y puede ser cultivado en medios de cullivo en instalaciones especializadas. Este hongo
también posee conidios con nlcleos grandes los cuales presentan la caracteristica particular de estar
cubiertos por una membrana, siendo la punta del conidio de forma conica. Hay una variabilidad enorme
en cuanto a razas de esa especie, 1a cual aparentemente es un complejo de especies.

Vamos a hablar un poco de la produccion en gran escala, habiamos explicado en base a qué criterios
se escoge el hongo entomopatogeno a producir. Tiene que ser un hongo facil de preducir, virulento, y
apropiado para el ambiente en el que va a ser aplicado. Otro punto muy importante a tener en cuenta es
gue la especie de inseclo sea susceplible, ;Como sabemos si la especie de inseclo es susceplible? Este
es un concepto bastante basico pero mucha gente se olvida de el.

Aqui pueden verse agentes entomopatégenos. Clave de control natural en diversos sistemas agricolas,
en soja Nomureae, en maiz Nomureae —que también ataca la oruga militar-, en café el taladro del café
también es susceptible a Beauveria, en citrus el acaro del tostado. Estos son solo algunos ejemplos
acerca del uso de hongos como agentes muy importantes de control natural.

' EMBRAPA, CNPSo
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Quisiera ahora mostrar un paralelismo entre dos especies gue son allernativamente de facil contral,
como el Tingitidae del arbol de caucho, y de un insecto que es mas dificil de controlar a pesar de ser
infeclado también por hongos, ya que es infectado pero ;en que condiciones?.

Cuando queremos dimensionar si el insecto es susceplible al entomopatdgeno lo que normalmente
se hace es realizar bioensayos, y los resullados tienen que ser comparables. Lo ideal es que se comparen
entre laboratorios diferentes.

Cuando nosotros montamos un experimento para determinar CL,, y DL, -eso tiene que estar bien
claro para quien trabaja con patégenos de insectos-, la determinacién de la CL,, normalmente se hace por
pulverizacion o por inmersion del inseclo en una suspension de conidios, y cuando se trabaja con DL,
nosolros hacemos una aplicacion topica de microgotas y sabemos exactamente que cantidad de conidios
estan sobre el insecto ;Cual es la diferencia entre uno y otro? Usando CL,,, nosotros pulverizamos
normalmente sobre el insecto v su entorno una concentracion elevadisima de conidios, pero con esla
técnica no sabemos realmente cuantos conidios estan cayendo sobre el inseclo. Normalmenle se utilizan
concentraciones muy altas, 107, 108, 10°conidios/mi, siendo |6gico que a esas concentraciones se produzca
infeccion, porque estamos aplicando una cantidad inmensa de conidios, pero, en realidad, ese insecto
podria haber adquinido la infeccidn no porque sea susceptible a ella sino por la masiva dosis empleada
. Como averiguar entonces si es susceplible? Aplicando microgotas sobre el insecto y estimando con
mayor precision cual es el nimero de conidios que cae sobre el mismo. De esta forma, nosolros podemos
comparar enlre diferentes laboratorios cual es realmente el patbgeno mas virulento o cual es el insecto
mas susceplible.

Si ustedes buscan en la literatura, en pocos sistemas es conocida la dosis letal 50. Por ejemplo, en
lucuras, esle insecto puede morir en 5 dias luego de recibir una dosis de aproximadamente 9.000 conidios,
pero en el caso de Nezara viridula, se necesitan de 300.000 a 500.000 conidios para que el inseclo muera
en 9-10 dias posleriores a |a aplicacién. Eso nos da una idea de |a diferencia de susceptibllidad que existe
entre diferentes especies.

Otro ejemplo es Metarhizium acridum (antiguamente conocido como flavoviridae), del que se necesita
una canlidad de conidios realmente pequefia para controlar tucuras, en comparacion con la que se necesita
para la chinche verde, Nezara viridula. Otra chinche que es una plaga importante (y también lo es en
Uruguay), es Piezodorus guildinii, con la cual en Brasil también estamos teniendo problemas. Este insecto,
a pesar de ser un poco mas susceptible gue las otras especies de chinches, también es dificll de controlar,
y por esa razon ulilizamos una raza de Metarhizium anisopliae que aislamos de los suelos de Parana. (En
esta folo), puede verse sobre la superficie del conidio una superficie hidrofobica que favorece la fijacion del
conidio sobre el insecto. Montamaos experimentos en laboratorio con esta raza y determinamos que no es
facil controlar algunas chinches con hongos. Trabajando con M. anisopliae, vimos que los porcentajes de
martalidad eran bajos. Una mezcla del hongo e insecticida en bajas concentraciones tuvo un mejor efecto,
pero tampoco fue tan eficiente. Esto nos da idea que con una dosis letal de 300.000 a 400.000 conidios por
insecto las dificultades en campo van a ser mayores para contralarlo.

La DL, en una determinada especie nos permite calcular la cantidad de conidios que es necesaria
para tralar un area determinada —en la que se encuentra el inseclo plaga- de una forma tedrica, es mas
informativa que la CL,,. Cuanto mas susceptible el insecto menos unidades infectivas son necesarias, l0s
costos de produccitn son allos pero es viable la utilizaciéon de ese patogeno para el control de la plaga.

Algunos ejemplos de la utilizacién de Metarhizium con costos de produccion (datos aportados por
un colega del Instituto Biologico de San Pablo) son: costos fijos 30%, el retorno que tiene la venta de ese
producto 30%, medios de cultive 6%, 10% &n mano de obra, y 24% en impuestos, v el costo de mercado
de granulados (arroz) R$ 8,00 — 14,00, aceite emulsionable R$ 19,00, liquidos R$ 20,00 (1 délar aprox,
2,18 reales). En este caso los costos de produccion en medio liquido se refieren a otra especie que vamos
a ver un poco mas adelante.

24

En Brasil la mayoria de los hongos se producen en medios sélidos usando botellas autoclavables. Se
hace un stock inicial, se inocula en sacos de polipropilenoy ese hongo es colocado para esporular después
de 4-5 dias de incubacion a 26-28°C. Luego se transfieren a bandejas, se abren las bolsas y se deja
expuesto al aire, y el hongo esporula rapidamente. La cosecha de las esporas se hace en tamices cerrados
y con diferentes tamanos de abertura del tamiz, normalmente son 300 micrometros de abertura y si el
producto va a ser destinado a la aplicacion aérea el tamiz es mas fino, aproximadamente 100 micrones.

Otro hongo importante del que existen datos, sobre 35.000 has de hongo aplicado, es Sporothrix
insectorum, el cual ha sido —aparente y recientementa- clasificado dentro del género Aphanocladium. Su
taxonomia no es clara aun. Es un hongo muy virulento v el insecto es bastante susceptible, tornando la
eficiencia de control en importante. El Instituto Biolégico de San Pablo produce este hongo en medios de
cultivo liquidos y en fermentadores en pequeiia escala, y vende la formulacion liquida, pero en esta forma
la viabilidad es baja y entonces hay que ulilizarlo rapidamente. Se pueden ver en este cuadro algunos
datos de control de esa chinche de encaje, Tingitidae, con ese hongo. Ustedes ven el tesligo, area aplicada
con insecticida quimico y area aplicada con el hongo. Efecto importante después de algunos dias, (datos
de Roberto Teixeira Alves de la EMBRAPA CPAC en Brasilia) se ve la eficiencia incluso, luego de 5 cinco
semanas el hongo invade las areas iratadas con insecticida.

Otro insecto de facil control, con DL, baja para M. anisopliae var. acridum, es una tucura que es
importante en la region central de Brasil (si bien en los dltimes afos no lo ha sido). Bonifacio Magalhaes
quien pertenecia a Cenargen, realizo un estudio importante al respecto. A las dosis aplicadas, las
mortalidades fueron muy elevadas, Justificando y haciendo plenamente viable en este caso la utilizacion
de Metarhizium para el control de Rhammatocerus schistocercoides.

Formulaciones

Exislen varias formulaciones para hongos que en realidad no son formulaciones sino arroz
esporulado que se vende como granulado, polvo mojable y aceite emulsionable. En este caso se cosechan
las esporas de Metarhizium con querosén y después se hace una dilucion con aceile vegelal o mineral, lo
gue consarva el hongo. En la siguiente tabla pueden verse la cantidad de conidios por gramo o mililitro de
aceite emulsionable y por gramo de arroz esporulado, y la cantidad de conidios también de Beauveria,
tanto producidos en medio solido como liquido.

Hongo Concentracidn Unidades
Metarhizium 5x 10° Conidiosig o mi
Beauvena 5x 10° Conidios/g
Aphanocladium 1x 108 Propagulos/mi

Este es un trabajo que se realizo en 1996 pero es muy importante desde el punto de vista de
formulacion. Muchas veces no se presta atencion a eslo, pero la generacion de los conidios de Metarhizium
es afectada por el porcentaje de humedad que contienen v, si los conidios se secan inicialmente durante
el praceso de la cosecha, |a viabilidad del mismo aumenta significativamente. (En esta transparencia) se
pueden ver dos tratamientos a diferentes lemperaturas, 26-30 *C y 10-12 *C. Cuando los conidios no se
secaron y fueron colectados con querosén la viabilidad fue 0, al igual que usando querosén tratado con
silica (también para conidios cosechados con alto porcentaje de humedad). Pero cuando los conidios se
secan previamente a su formulacién la viabilidad aumenta. Puede verse aqui que en el mismo periodo, -
68 dias- la viabilidad es 71%, y cuando los conidios se procesaron sin secar la viabilidad fue de solo 9%.
Conidios secos procesados con el querosén y tratado con silica arrojaron resullados de viabilidad elevada
también. Entonces lo gue lenemos que considerar es reducir la humedad de los conidios, con humedades
en el entorno del 2 a 4% se puede hacer la formulacion en aceite, colectar los conidios con querosén y
mezclar con aceites vegetales o minerales. Esta mezcla puede almacenarse al vacio o en aceite, y
normalmente las temperatura menores de 12° son mejores para la preservacion (Moore, 1996).
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Los siguientes son las puntos criticos que consideramos pueden ser mejorados para la produccion
y comercializacion de hongos entomopatogénicos.

+  Medios de cultivos allernativos al arroz (menor costo)

»  Produccion de conidios sumergidos en medio liquido para sustituir al medio sélido (voluminoso y
pesado)

« Ulilizacidn de procesos bifasicos (mulliplicacion de micelio en medios liquidos y esporulacion en
medios sélidos) para reduccion de contaminantes

+ Automalizacion de procesos de inoculacion, secado y colecta de esporas

» Control de calidad riguroso (mantenimiento de la virulencia)

+ Desarrollo de formulaciones y de envase (aislamiento de humedad y térmico)

« Empresas registradas, implantar certificados de calidad

« Registro do bicinsecticida en el MA, MS e IBAMA.
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DESARROLLO DE BIOINSECTICIDAS A BASE DE BACILLUS THURINGIENSIS
PARA EL CONTROL DE INSECTOS

Rose Gomes Monnerat' & Carlos Marcelo Soares?

Los insectos son una de las causas de pérdidas econdmicas en el sector agricola y vectores de
importantes enfermedades en poblaciones humanas. Para su contral son ulilizadas grandes cantidades
de productos quimicos que, ademas de contaminar el ambiente, favorecan el desenvolvimienlo de
poblaciones de insectos resistentes. Los avances en la investigacion con agentes de control biolégico han
contribuido para la utilizacién de bioinsecticidas producidos a partir de microorganismos tales como:
bacterias, hongos o virus. Estos agentes pueden ser manipulados para aumentar su patogenicidad, ampliar
el espectro de accion, producirlos industrialmente o incorporar sus genes insecticidas en vegelales, llevando
a la obtencion de plantas transgénicas (Perlak et al., 1990). Enire los agentes microbianos con aclividad
entomopatdgena se destaca Bacillus thuringiensis (Bt) (Berliner), esta bacteria cosmopolita es especifica
para el control de insectos (Feiltelsan, 1994). La actividad insecticida de B. thuringiensis se debe a la
produccion de “-endotoxinas, en forma de cristales, durante la fase de esporulacion (Lereclus et al,, 1993).
Los produclos, a base de esta bacteria, para el control de plagas agricolas y vectores son comercializados
desde hace mas de 50 afios, siendo su mercado anual estimado en 100 millones de délares. En América
Latina su uso es restringido, ya que la mayor parte de los bioinseclicidas Bt son importados y sus precios
elevados, lo que muchas veces torna inviable su adquisicion. No obstante esto la demanda es grande
pues, solamente en el afo 2002, Brasil importd 450 toneladas de bioinseticida para el control del mosquito
ransmisor de dengue, Aedes aegypli (Vilarinhos, 2002). Para uso agricola se estima que en Brasil se
gastan anualmente 4,9 millones de ddlares para adquisicion de B. thuringiensis subespecies kursfaki e
aizawai. De esta manera, y contando con un mercado en el drea agricola y de salud publica, estimado de
U$S 6,5 millones/anio, las iniciativas orientadas a desarrollar productos a base de B. thuringiensis que
sean eslables, eficaces y de bajo costo tienen un campo fértil para crecer. Embrapa Recursos e
Biotecnologia cuenta con un banco de estirpes de Bacillus spp. con varias de ellas identificadas como
muy promisorias para el control de insectos plaga de la agricultura y/o vectores. En los Ultimos afios, el
trabajo en conjunto entre Embrapa y la empresa privada Blhek Biotecnologia Ltda. resullé en el desarrollo
y registro de los productos Sphaerus® SC (B. sphaericus) y Bt-horus®@SC (B. thuringiensis), capaces de
controlar mosquitos vectores de malaria y dengue. Actualmente las dos empresas estan desarrollando un
produclo que recibira el nombre de PontoFinal®, y que tendra como albo larvas de Lepidoptera.

Durante el desarrollo de esltos productos las estirpes seleccionadas fueron caracterizadas por
medio de examenes bioquimicos, moleculares y ultra-estructurales (Monnerat et al., 2004, 2005).

Para la produccién del producto agricola, fue seleccionado un medio de cullura a base de azlcar,
extraclo de levadura y minerales como: calcio, magnesio, manganeso y hierro. La fermentacion fue de tipo
discontinua, realizada en fermentador de 100 litros a 30 °C y 20% de saturacion de oxigeno. El inoculo fue
de 10% del volumen y el pH fue mantenido prdximo de |la neutralidad durante todo el crecimiento. El tiempo
total de fermentacion hasta completar la esporulaciéon en el reactor fue de 24 horas.

Luego del cullivo en gran escala el complejo espora-cristal fue separado por ultrafiliracion, de esta
manera fueron obtenidos mas de 16 g/l de biomasa bacteriana (esporas y cristales). El material fue
formulado en la forma de suspension concentrada, con la adicion de emulsificantes, adhesivos, protectores
solares, conservantes y agua.

Las evaluaciones realizadas en |aboratorio contra larvas de Spodoptera frugiperda muestran que
este nuevo producto presento CL,, (concentracién necesaria para matar 50% de la poblacion estudiada)
de 0,027 (0,008 — 0,061) x 10 dcf (dilucién de cultura final), mientras que el Dipel presento CL,, de 0,326
(0.100 - 0,704) x 10°* dcf.

' Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Caixa Postal 02372, CEP 70849-970 Brasilia, DF,
* Bihek Biotecnologia, SAAN Q. 03 N"240, CEP 72220-000 Brasilia, DF.
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MEJORANDO CEPAS PARA EL CONTROL BIOLOGICO:
LOGROS Y PROBLEMAS

Colin Berry', Katherine Gammon, Gareth Jones, Maria Helena Silva Filha and Brian Dancer

Para un efectivo uso del control biolégico en el campo, es necesario seleccionar las cepas correctas
contra cada insecto. En ocasiones es necesario controlar mas de un lipo de insecto o es necesario evitar
el desarrollo de resistencia, siendo asi deben utilizarse productos con mulliples cepas de Bacillus
thuringiensis. En estas ocasiones seria deseable poder combinar las ventajas de cada una de eslas
cepas.

Bacillus sphaericus (BS) y Bacillus thuringiensis var, israelensis (Bli) son utilizados para control de
mosquilos. Bs produce una loxina potente conlra mosquitos de los géneros Culex y Anopheles, funciona
bien en agua contaminada y muestra un alto nivel de resistencia contra la luz UV. Sin embargo, existe |a
posibilidad de desarrollo de poblaciones de mosquitos resistentes a Bs, lanto en condiciones de laboratorio
como de campo, situacion que puede limitar el uso de esta bacteria. Por su parte, Bli produce cuatro
toxinas con alto nivel de expresion, la resistencia de mosquitos contra Bti nunca ha sido comprobada en
campo (principalmenle en agua contaminada), no obstante su resislencia a UV es mas baja que |a de Bs.
En Bti, un plasmido grande (pBloxis, 128kb) lleva los genes para lodas las toxinas. Siendo asl, existe la
posibilidad de combinar las toxinas de Bt con las de Bs a través de la transferencia del plasmido de Bl
para Bs.

Para demostrar esta posibilidad, una cepa de Bfi obtenida del Instituto Pasteur fue la fuente del
plasmido, este fue marcado con un gen de resistencia contra eritromicina (pBloxis::erm) para seguir el
movimiento del plasmido. Cepas de Bs sin enzimas de restriccion fueron recipientes en una conjugacion.
Para esto fue utilizada otra cepa de Bti que lleva el plasmido pX0O16 que realiza |a conjugacion de ofros
plasmidos. A ravés de esta conjugacion triparental, se produjeron nuevas cepas de Bs con el plasmido
pBtoxis::erm. La produccion de proteinas loxicas de Bli en esas cepas lransconjugantes fue demostrada
por SDS-PAGE. Asl fue posible observar la produccion de la toxina Cry11Aa, sin embargo olras loxinas
importantes como Cry4Aa y Cry4Ba no fueron producidas.

Las nuevas cepas de Bs no mostraron mayor toxicidad contra Culex respecto de las cepas sin
pBtoxis, sin embargo, al estudiar la loxicidad frente Aedes aegypli las cepas transconjugantes mostraron
mayor toxicidad que cepas Bs y lo mismo fue observado en cepas de Culex resistentes a Bs. Esto ultimo
puede deberse a que las cepas transconjugantes tienen una gama mas extensa de loxicidad y, lal vez,
pueden evitar problemas de resistencia en Culex.

Para usar las cepas nuevas en produccion, el plasmido debe ser estable, Pruebas de estabilidad
muestran que las cepas mantienen el plasmido durante el crecimiento vegetalivo con pocas perdidas. Por
otro lado, durante la esporulacion, el plasmido se pierde rapidamente, en ausencia de seleccion con
antibidticos. Esto puede ser un problema, principalmente al producir las cepas sin marcacion, las que, por
ofra parte, son mas faciles de registrar para aplicaciones en campo ya que no estan modificadas
genéticamente.

Los resultados obtenidos hasta el momento demuestran que es posible combinar caracleristicas
deseables de diferentes cepas de Bacillus, aln las de especies diferentes, para mejorar la actividad toxica
contra insectos. Esto también es posible entre variedades de Bl. Asi, par ejemplo, existen cepas comerciales
de Bt que son el resultado de combinaciones de variedades, como |a Foil que surgié de la combinacion de
cepas de Bt para producir un Bt var. kurstaki con mejor actividad contra Leptinotarsa decemlineata ("colorado
potato beetle") y Ostrinia nubilalis (“european corn borer”). Se espera que en el fuluro mas cepas de esle
tipo sean producidas para el desarrollo de productos comerciales.

! Cardiff School of Biosciences, University of Cardiff, Museum Avenue, Cardiff, UK
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AISLAMIENTO Y USO DE HONGOS ENTOMOPATOGENOS PARA EL CONTROL DE
PLAGAS DE IMPORTANCIA ECONOMICA EN URUGUAY.

Ing. Agr. (PhD) Alda Rodriguez dos Santos'

Estudios enmarcados en el desarrollo de una tesis doctoral de la Universidad de la Habana-Cuba
y llevada adelante en instalaciones de INIA Uruguay, se aislaron y estudiaron hongos patégenos de T.
vaporariorum, sus caracleristicas bio ecolégicas, eficiencias, compatibilidades con otras alternativas de
control y producciGn masiva.

Esto pone en manifiesto las posibilidades de Uruguay en el reconocimiento y uso de hongos
patoégenos de plagas de importancia econémica en Uruguay y una metodologia de desarrollo de estas
tecnologias.

Actualmente, nuevas investigaciones llevadas a cabo en el Batovi Instituto Organico, permiten
promisoriamente conocer la existencia de plagas de la agricullura y la ganaderia que son afectadas por
hongos entoropatégenos que se encuentran naluralmente generando epizootias, con diferentes grados
de eficiencia. Eslo es indicador de que tenemos en el pais, una presencia natural de estos organismos,
muy variada y que podrian ser fuenle de una amplia gama alternativa de control para plagas de importancia,
lo que traeria multiples ventajas, economicas, sociales y ambientales, para lo cual se requiere de desarrollo
cientifico, legal y organizativo del pais.

' BIO Uruguay
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EXPERIENCIA NACIONAL EN PRODUCCION Y COMERCIALIZACION DE
AGENTES MICROBIANOS

Ing. Agr. MSc. Amalia Baraibar Lucas’

Lage y Cia. S.A. es una empresa uruguaya de capital cerrado que produce y comercializa desde
1960 en el pais y en la regién inoculantes microbianos a base de rizobios, bradirizobios y mas recientemente
azospirilos. A partir de 1995, la empresa definié estralegias para iniciar su desarrollo en la produccion y
comercializacion de Agenles Microbianos para el control biolégico de hongos de suelo y planta, eligiendo
para ello al género Trichoderma. Desde el afio 2004, y como parte de un convenio con INIA, Lage y Cia.
S.A. esta incursionando en la produccién de hongos entomopatogenos.

La vasta experiencia en produccion de inoculantes para Leguminosas y Gramineas, asi como la
infraestructura disponible para la manipulacion de microorganismos facilitan el avance de este tipo de
Proyectos, ya que si bien hay diferencias propias debidas al sistema especifico donde se aplique, hay
aspectos y enfoques Industriales comunes a todo microorganismo del sistema suelo- planta.

ZCuiles son los pasos para la obtencion de un producto comercial a base de agentes microbianos
para control biolégico?

La produccion de agentes microbianos de cualquier naturaleza cumple necesariamenlte con las siguientes
elapas:

1) La seleccion de cepas, que requiere la definicion de lodos aquellos paramelros de eficiencia,
competitividad y persistencia en el sistema que permilan comparar el mayor numero posible de individuos
aislados y también cepas seleccionadas liberadas o de colecciones extranjeras, que mantengan estabilidad
genética frente a la manipulacion y sucesivos cultivos sin sufrir alteraciones de su genoma.

2) Aptitud para cultivo en medios comerciales, para verificar la habilidad y capacidad de producir
biomasa en contenedores industriales con ingredientes econdmicos y disponibles en el pais o de facil
acceso.

3) Seleccion del soporte para la vehiculizacion del agente microbiano, teniendo en cuenta a) la necesidad

de esterilizacion del mismo por el método mas conveniente y economico b) la disponibilidad y facilidades
para su manipuleo c}) la capacidad de sostener altas poblaciones microbianas en almacenamiento por
periodos no menores a 6 meses,

4) Formulacién del producto comercial, etapa que comprende todo lo referente al comportamiento del
principio activo (el o los agentes microbianos seleccionados) en el vehiculo y la compatibilidad con los
adyuvantes.

5) Envase y envasado requieren definicion de las caracteristicas en funcion del mercado, infraestructura
para el envasado y condiciones de almacenamiento en planta y en el mercado.

Lin producto comercial a base de un agente microbiano debera mantener eficacia similar al potencial de
la cepa incluida, estabilidad fisica y biolégica en almacenamiento, bajo costo para el productor (usuario
final), practicidad de aplicacién, buena coberiura de follaje, lolerancia a condiciones ambientales adversas,
compatibilidad con aguellos agroguimicos mas empleados, entre olros parametros cualilativos.

Debera tener una concentracion que iguale o supere los estandares preestablecidos para los cultivos
liquidos, el producto salido de planta industrial y el producto almacenado.

En conclusion; La calidad final del produclo se define a través de la concentraciéon minima exigida para
el producto salido de fabrica, la concentracidn minima requerida a la fecha de vencimiento, pureza, viabilidad,
eslabilidad e identidad genélica del organismo, entre olros parametros que deben ser eslablecidos para
cada agente microbiano.

' Lage y Cia S.A.
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&Quiénes son los involucrados en la cadena de Produccién de un Agente Microbiano y cémoe
interactuan?

La experiencia uruguaya en produccion de inoculantes ha sido exitosa y es reconocida en |a
region y en el mundo. Uruguay cuenta con los estandares de calidad de inoculantes para leguminosas
mas exigentes, al igual que Australia, Nueva Zelanda y Canada. La adopcion de la tecnologia de inoculacian
por parte de los productores uruguayos es del 100 %, slendo una tecnologia respetada, considerada y
convincente por los resullados que genera en el campo, Hoy Uruguay ahorra por cancepto de fertilizantes
nitrogenados el equivalente a 175 millones de délares (dato MGAP del 3/3/2006).

En Uruguay, la produccién de inoculantes para leguminosas comenzé a partir de una Decision de
Gobierno en el marco de un Gran Proyecto Ganadero, que incluia la incorporacion fuerte del componente
leguminosa en nuestras pasturas nalurales, la fertilizacion con fosforo y la Inoculacion de las leguminosas
con el objetivo de producir mas came, leche y lana a partir de nuestros campos. Asi nacit la pradera
uruguaya

Fue necesaria la especializacion técnica y el apoyo financiero propio y del extranjero para lograrlo.
La investigacion basica y aplicada en seleccién de cepas estuvo a cargo de laboratorios especialmente
creados para fines especificos de Investigacién y Desarrollo pertenecientes al Ministerio de Ganaderia
Agricultura y Pesca (MGAP), Ministerio de Educacion y Cultura y a la Universidad de la Republica,
quienes irian dando respuesta a las diferentes siluaciones generadas a pariir de la puesta en marcha del
Proyecto. Mediante el involucramiento de la Industria Nacional como parte integrante de esta cadena de
valor y trabajando bajo acuerdos de complementacion, se llegd a la produccion de los primeros inoculantes
a mediados del siglo pasado, controlados en el pais por el Dr. R, A. Dale de School of Agriculture, University
of Sydney, N.S.W., Australia.

La razdn principal del éxito de estos emprendimientos se sustenta en el marco legal vigente,
desde el primer Decreto fechado 23/2/1961, que ha evolucionado hasta nuestros dias a lravés de nuevas
Decretos 546/981 del 28/10/1981 y 547/99 del 8/1/1999. La normativa es concreta en cuanto a las directivas
para la produccion, comercializacion, registro y distribucitn de los inoculantes y cuenta con definiciones
claras para |la jmportacion de materiales y cepas desde el extranjero, especificando las condiciones a que
deben someterse para ser liberados al comercio.

En conclusion: En Uruguay a partir de la creacion de eslos Decretos y hasta la fecha, todas las partidas de
inoculantes deben ser obligatoriamente registradas por un organismo creado para tal fin dentro del MGAR,
quien establece el cumplimiento de los estandares de calidad y otorga la fecha de vencimiento de cada
lote antes de salir a la venta y también fiscaliza en los locales de venta, durante la vida (til de los mismos.

¢Cuadl es la situacién de los productos en base a Agentes Microbianos para el Control Biolégico?
Visidn desde la Industria.

1) Falta el Gran Proyecto Nacional y la Normativa que lo estructure.

2) Los actores: las Instiluciones Estatales, la Investigacion, la Industria Nacional y los Productores se han
venido involucrando en el lema porque no hay forma de evadirlo y en algunos casos es el Unico camino
para adelante. Se trabaja aisladamente, hay superposicion de esfuerzos, equipamiento y tematicas.
Lentamente se van generando los Convenios de Vinculacion Tecnolgica y ha existido una clara disociacion
entre los Organismos de Investigacion y [a Industria.

3) Investigacién: han comenzado a insinuarse las prioridades para la Investigacion en el drea de Control
Biolbgico pero sin definiciones concrelas lodavia. El pais cuenta con muy buenos especialistas en diferentes
areas de esla tematica. Hay esfuerzos individuales y escasos Convenios de Vinculacion Tecnol6gica
entre la Investigacion y las Empresas para volcar a los productores agropecuarios los resultados obtenidos.
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4) La Industria Nacional no esta incentivada parque no hay amparo legal, al no haber normativa que
defina los pasos a seguir para obtener un registro. Hay un Unico producto nacional de libre venta, con
solicilud de registro desde hace 3 afios. La ausencia de regulacion hace que el mercado esté siendo
invadido por productos extranjeros importados bajo una posicion arancelaria inadecuada sin requisitos
para su ingreso al pals o directamente de contrabando, que circulan sin registro ni control de calidad.
Como Empresa es muy dificll soslener en el liempo cualquier Proyecto que carezca de vision comercial,
para lo cual es indispensable un marco regulatorio.

5) Los Productores: no estan correctamente asesorados de estas potenciales lecnologias, pero dada
su gran preoccupacion por la falta de respuesta a la aplicacion de productos quimicos prueban todo lo que
se les ofrece y no siempre con éxito, lo que genera una gran desconfianza y hasta reticencia a volver a
ulilizar produclos biolégicos.

6) Reglamentacion: Registro y Control de Calidad: en Uruguay, no hay Reglamentacion ni para Registro
de Productos en base a Agentes Microbianos para Control Biolégico ni estandares de Calidad perfectamente
definidos para este tipo de productos . Al no haber reglamentacian, las auloridades no pueden expedirse.
Lage y Cia. espera una respuesta afirmativa a la solicitud de registro del primer producto comercial en
base a un Agente Microbiano de Control Biolégico ( Trichosoil).

7) La Region: dispone de productos comerciales a base de agentes microbianos, aungue sin control de
calidad ni fiscalizacion oficial en origen. Como pais, estamos siendo invadidos por productos libremente
ofrecidos, sin control de calidad, sin conocimiento de los microorganismas, ni la o las cepas del mismo,
conteniendo otros microorganismos contaminantes de aquel seleccionado, sin analisis de Proteccidn
Ambiental, sin Analisis de Riesgo.

Que este Taller sirva para finalmente comenzar a caminar agilmente en un sendero que no nos es
desconocido y para lo cual estan todas las capacidades a disposicién para poder hacerlo.

Como Empresa Nacional, decana en la Produccion Industrial de Agentes Microbianos en el
MERCOSUR, reclamamos una Normativa que proteja nuestro patrimonio Intelectual, Bioldgico,
Ambiental y Econdmico, de la misma forma que desde hace 45 anos, se reglamenta el comercio de
los inoculantes para leguminosas.
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CARACTERIZACION DE UNA COLECCION DE Pseudomonas FLUORESCENTES
NATIVAS COMO PROMOTORAS DEL CRECIMIENTO DE LA ALFALFA

Yanes, M. L.', A. Fernandez?, A. Arias' y N. Altier’

Introduccion

La alfalfa (Medicago sativa |..) ofrece numerosos beneficios para los productores lecheros e
invernadores intensivos. Es un cultivo de crecimiento eslival, muy persistente y tolerante a la sequia, lo
que le permite alcanzar excelentes rendimientos productivos. Sin embargo, cuando las condiciones
ambientales son desfavorables para una rapida emergencia y establecimiento de las plantas, se observa
una alta incidencia de damping-off causado por patdégenos del suelo. El control biolégico de dichos patogenos
mediante Pseudomaonas fluorescentes puede ser una eslrategia promisaria dentro de un programa de
manejo integrado de plagas. Algunas especies de Pseudomonas fluorescentes son catalogadas como
PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria: Baclerias Promotoras del Crecimiento Vegetal), Dichas
bacterias se encuentran frecuentemenlte en la rizosfera y presentan una gran capacidad para colonizar
raices, lo cual las convierte en buenas candidatas para |la produccion de inoculantes. Las Pseudomonas
fluorescentes pueden favorecer el crecimiento de las plantas directa e indirectamente. La promocion directa
se lleva a cabo mediante sintesis de fitohormonas y facilitando la adquisicion de minerales a través de la
raiz. Indirectamente, mediante el control bioldgico de patdégenos, se obtiene una reduccion del estrés de la
planta, generado por los dafios producidos por el patdgeno, Los principales mecanismos de control biolégico
incluyen: resistencia inducida en la planta, competencia por nutrientes o exclusion del patégeno del sitio de
infeccion, y produccion de metabolitos secundarios con aclividad antifingica (antibioticos, biosurfactantes,
enzimas hidroliticas, entre otros).

La busqueda de posibles agentes de control biolégico nativos requiere un exhaustivo analisis de
grandes colecciones de aislamientos microbianos.

Una coleccion de Pseudomonas fluorescentes nativas fue aislada de rizosfera de alfalfa provenientes
de fres regiones agroecologicas del pais (INIA-La Estanzuela-Colonia y EEMAC-Paysandd con historia de
alfalfa y UEG-INIA Tacuarembd con historia previa de campo natural).

El objetivo del presente trabajo fue la caracterizacion fenotipica y genotipica de dicha coleccion,
determinando posibles mecanismos de promocion del crecimiento y proteccién contra enfermedades de
implantacion causadas por hongos fitopatogenos.

Resultados y discusion

Los aislamientos provenientes de suelos con historia previa de alfalfa presentaron mayor porcentaje
de aislamientos antagonistas cuando se ensayaron in vitro frente a Pythium debaryanum. Sin embargo,
aislamientos de las fres regiones mostraron capacidad proteclora contra el damping-off causado por F.
debaryanum en plantas de alfalfa, en ensayos in vivo bajo condiciones controladas, (figura 1). Estos
mismos aislamientos también mostraron una capacidad promotora del crecimiento de |a alfalfa importante,
en ensayos en almacigos, en ausencia del patogeno.

' Lab. Ecologia Microbiana, IBCE, Av. ltalia 3318.Montevideo, Uruguay.
? Prateccidn Vegetal INIA-Las Brujas. Uruguay.
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Caracterizacion de los alslamientos de Bseudomonas fluorescentes,
Capecidad de proteccidn contra P. deloaryanum
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Figura 1. Efecto de los aislamientos de Pseudomonas fluorescentes en la emergencia de alfalfa, en
presencia de P. debaryanum, Numero de plantas de alfalfa emergidas a los 15 dias post-siembra,
expresado en porcentaje. Barra blanca: control de germinacion, sin inocular; barras grises:
aislamientos de Pseudomonas flucrescentes nativas; barras punteadas: cepas de Pseudomonas
fluorescens aisladas de plantas de Lofus comniculatus, barra negra: control de enfermedad. Los
aislamientos que mostraron incremento significativo en el numero de plantas emergidas se
indican con un asterisco (LSD, P<0.05).

La evaluacién de toda la coleccion en cuanto a la capacidad de solubilizar fosfato inorganico mostro
altos porcentajes en los aislamientos provenientes de Glencoe (46.5%) respecto a los provenientes de
EEMAC (30.8%) y Estanzuela (32.6%). Estos tltimos probablemente hayan sido sometidos a fertilizaciones
fosforadas durante algin tiempo, mientras que en Glencoe pudo haber existido cierta presion selectiva por
aquellos aislamientos capaces de desarrollarse en suelos pobres de fosfato. En cuanto a la capacidad de
producir biosurfactantes se observd un mayor porcentaje en los aislamientos de EEMAC y Estanzuela
(56.6% y 51% respectivamenle) en comparacion con los de Glencoe (30.7%).

En loda la coleccion, solamente se pudo deteclar, por PCR, un 5% de aislamientos conteniendo
genes para la sintesis de antibiéticos conocidos (derivades de fenazina, fluoroglucinol, pirrolnitrina y
piolutecrina). La inhibicion de P. debaryanum observada in vitro posiblemente se deba a otros compuestos
antifingicos que aun no han sido caracterizados.

Cinco aislamientos de interés fueron fenotipicamente identificados como Pseudomonas fluorescens
mediante el kit de ensayos bioquimicos API 20NE.

Genotipicamente, luego de analizar el patrén de bandas obtenido por rep-PCR, se observaron
similitudes entre aislamientos provenientes de suelos con hisloria de campo natural, los cuales se
diferenciaron de los provenientes de suelos con hisloria de alfalfa. A nivel genotipico también se observo
que los aislamientos que poseian genes para la sintesis de antibioticos estaban muy relacionados y se
agrupaban con las cepas de referencia que producen los antibidticos conocidos. Los aislamientos con
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capacidad de solubilizar fosfato inorgéanico y/o capacidad de producir biosurfactantes se agruparon en
clusters definidos.

Debido a las similitudes genotipicas de los aislamientos, las cuales se relacionan directamente
con caracteristicas fenotipicas, seria posible llegar a desarrollar un método rapido con el cual predecir,
con cierta probabilidad, que un aislamiento de Pseudomonas fluorescentes posee ciertas cualidades en
base a su andlisis genotipico. Dado que los aislamientos promisarios se ubican en dos agrupamientos
genotipicos determinados, aislamientos con un perfil genotipico similar tendrian allas probabilidades de
ser promotores del crecimiento de la alfalfa.

Los aislamientos: @P388, aP271, aT388 y «T688 son excelentes candidatos como bioferilizantes
y bioplagicidas de alfalfa y se continuara su estudio para determinar los mecanismos de promocion del
crecimiento y de control biolégico presentes en los mismos.

Financiado por Fondo Prof. Clemente Estable y PEDECIBA,

36

Pseudomonas fluorescens UP148: AGENTE DE CONTROL BIOLOGICO
ADECUADO PARA LA FORMULACION DE UN INOCULANTE DE APLICACION
EN LEGUMINOSAS FORRAJERAS.

L. Quagliotto’ y A, Arias’

Pseudomonas fluorescens UP148 produce un compuesto antifingico derivado de la fenazina que
esta implicado en su aclividad antagonista frente a filopalogenos causantes de enfermedades de
implantacién en leguminosas forrajeras. Esta cepa demostrd capacidad biocontroladora de Pythium spp.
en el laboralorio, bajo condiciones controladas, y en experimentos en campo. Su presencia en la rizdsfera
no afecta la eficiencia de la fijacion bioldgica de nitrégeno, la tasa de nodulacion o la colonizacion por
cepas comerciales de rizobio. Por lo tanto, UP148 podria ser utllizada como principlo activo, bajo una
adecuada formulacién, en la produccion de un inoculante de control bioldgico de aplicacion comercial en
leguminosas forrajeras.

Los objetivos del presente trabajo fueron;

1) Seleccionar un medio de cultivo adecuado para la produccién de biomasa de P, fluorescens UP148
a gran escala.

2) Determinar la produccion de metabolitos antimicrobianos en dicho medio.

3) Ewaluar la sobrevivencia de la cepa UP148 en turba estéril.

Se evalud el crecimiento de P, fluorescens UP148 en varios medios de cultivo con diferentes fuentes
de carbono y nitrdgeno. La maxima produccion de biomasa ocurrié en los medios de referencia KB o PPM.
En el medio M2S Ia produccion final de biomasa fue similar a la enconlrada en los medios de referencia,
presentando un tiempo de generacidn menor o igual al observado en los mismos. M2S fue el medio
seleccionado como méas adecuado para la produccion de biomasa a mayor escala, luego de su modificacion
a M2G. Este Gltimo contiene glicerol y extracto de malta y de levadura como fuentes de carbono y nitrégeno.

P flucrescens UP148 tiene la capacidad de producir acido cianhidrico en placas conteniendo medios
de cultivo suplementados con glicina y FeCl,, siendo probablemente este compuesto responsable de
parte de su actividad biocontroladora. Sin embargo, no se detectd la produccion del mismo en M2S o M2G
en ausencia de glicina y FeCl,. Se observo antagonismo in vitro de |a bacleria frente a Pythium debaryanum
en placas de cullivos duales conteniendo diferentes medios, excepto en los medios M2S o M2G. Hubo
inhibicion total del crecimiento micelial cuando se utilizo el producto de una extraccion con acelalto de etilo,
abtenido a partir de 10 ml de sobrenadante de cultivo en cualquiera de dichos medios. La sintesis del
compuesto anlimicrobiano caracleristico de la cepa se detectd por andlisis cromatografico y
espectrofotomeétrico de la fase organica de los cullivos, en todos los medios evaluados a pequena y a
mayor escala. Se esludié la proteccién de enfermedad in vivo por la cepa UP148 en presencia de P.
debaryanum, utilizando semillas de Lotus corniculatus inoculadas con células producidas en los diferentes
medios de cultivo. El efecto protector de enfermedad fue independiente del medio de cultivo utilizado para
crecer el indculo bacteriano, estando relacionado con la cantidad de indculo presente en las semillas al
momento de |a siembra.

En este trabajo se observé que las poblaciones de P fiuorescens UP148 inoculadas en bolsas
cerradas de lurba almacenadas a 4 °C, se mantuvieron estables en el orden de 10" UFC/g durante 12
meses cuando las bolsas habian sido inoculadas con UP148 individualmente. Cuando la turba fue
coinoculada con UP148 y cepas comerciales de rizobio, ambas especies se encontraron estabilizadas en
10° UFC/g durante el mismo periodo.

Sin embargo, los valores de P fluorescens UP148 encontrados por semilla luego de la inoculacion
con dichas turbas ulllizando melilcelulosa como adherente, estuvieron por debajo del valor esperado. El
porcentaje de germinacion de las semillas no se vio afectado por la inoculaciédn,

! Laboratorio de Ecologia Microbiana. Instituto de Investigaciones Biolbgicas Clemente Estable (IIBCE). Av. ltalia
3318, CP 11600, Montevideo, URUGUAY.
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Los resultados anteriores muestran que la cepa P fluorescens LUP148 es factible de serusada en la
formulacion de un inoculante de conltrol biolégico, utilizando el medio M2G para la produccion de biomasa
a gran escala y lurba estéril como soporte.

La estrategia seleccionada representa una aproximacion ariginal para la produccion de un biofungicida
adaptado a las condiciones de nuestro pais, de aplicacion en la etapa de implantacion de las pasturas
dentro de un programa de manejo integrado de plagas y que tiene en cuenta las practicas agricolas ya

adoptadas por los productores.
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PRODUCCION Y UTILIZACION A CAMPO DE UN BIOINSECTICIDA BASADO EN EL VIRUS
DE POLIHEDROSIS NUCLEAR DE Rachiplusia nu (LEPIDOPTERA:NOCTUIDAE),
LAGARTA DEL GIRASOL EN URUGUAY.

Ing. Agr. MSc Willy Chiaravalle' e Ing. Agr. Alicia Ferreiro?

Los trabajos se desarrollaron desde 1988 hasta 1997, en el Departamento de Control Bioldgico de
los Servicios de Proteccion Agricola, del Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca de Uruguay. La etapa
final de produccién, formulacion y validacién comercial fue realizada en convenio con la Cooperativa de
tercer grado Central de Granos.

A pesar de que las tecnologias fueron originalmente desarrolladas para el VPN de Anticarsia
gemmalalis lagarta de la soja en EMBRAPA/ CNPSq, por el Dr. Flavio Moscardi, debido a que la especie
tiene paricularidades muy diferenles fueron necesarios 6 afios de Investigacién, en coordinacidn con
cientificos de Brasil y Argentina pertenecientes a EMBRAPA e INTA, para lograr establecer una cria masiva
del insecto y una multiplicacion de virus, eficiente. Capitulo aparte fue la formulacion y comercializacion.

La produccitn del hospedero se realizé sobre dieta artificial alcanzandose a producir mas de 100.000
larvas en laboralorio. La multiplicacién del virus inclula incorporacion de éste en la dieta, conservando los
cadaveres en freezer, para su posterior maceracion, filtrado cuantificacion y formulacién con caolin como
polvo mojable. El producto se envasaba en cantidades para pulverizar unidades de 20 hectareas (vuelo de
un avion) y se conservaba en freezer hasta su comercializacion.

Como resultado final en la zafra 1996/97 se pulverizaron con avion 600 hectareas de girasol a un
costo del bioinsecticida de U$S 4 por hectarea, con un éxito de tal magnitud que aln hoy en dia los
productores y técnicos, nos preguntan por la existencia del producto.

Lamenlablemente el proyecto fue discontinuado por los Servicios de Proteccion Agricola, v quizas
una de sus mayores conltribuciones fue formar personal técnico y no técnico en la produccion masiva de
insectos y virus enlomopalogénicos, asi como demostrar la viabilidad, practica y econdmica de la produccion,
comercializacion y uso de bioplaguicidas en Uruguay, con las grandes ventajas, econdmicas y ecologicas
que esto representa.

" ENTOAGRO.
? Agrointernacional
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PRODUCCION DE BACULOVIRUS EN BRASIL
Dr. Flavio Moscardi’

El sigulente trabajo corresponde al malerial desgrabado de la intervencion del autor

En mi presentacion voy a intentar mostrar como nosolros solucionamos un problema muy serio,
como es la mulliplicacion masiva e in vivo de virus en laboratorio cuando la produccion a campo de los
mismos no era ni suficiente ni de alta calidad. Me referiré entonces a la produccion del baculovirus de la
poliedrosis nuclear de Anlicarsia gemmatalis conocida también como “lagarta de la soja”, un virus que es
utilizado en gran escala en Brasil, ya que los otros dos virus que se producen no estan registrados y
ademas solo se ulilizan en muy pequefia escala.

Inicialmente, hace dos décadas o mas, nosotros teniamos un sislema de produccién en |aboratorio
que era apropiado para realizar investigacion pero no producciones comerciales. De todas formas, hubo
algunos intentos para producir en laboratonio utilizando este sistema, y dos empresas produjeron el virus
de esta forma en la década del noventa. Geralec llegd a producir 150 mil hectareas equivalentes del virus
per afio pero esla produccién fue interrumpida debido, principalmente, al allo coslo de los componentes
de la dieta, la mano de obra y recipientes para la produccion. Con eslos altos costos, la produccion de
virus en Brasil paso a ser hecha en campo, por empresas en convenio con EMBRAPA, comprando el virus
cosechado a campo por diferentes empresas y utllizando esta materia prima para procesar y formular el
virus. Estas empresas (como COODETEC) poseian un grado de especializacion muy grande que las
hacia muy eficientes a la hara de producir grandes cantidades de orugas muertas en campo. La produccion
se hacia aplicando el baculovirus sobre parcelas de campo sembradas con soja en las que habia una alta
poblacion del insecto (alrededor de 20 o mas orugas por metro), y seis dias después de la aplicacion se
hacia una inspeccion de las areas para seleccionar aquellas con mayor potencial para la produccion de
virus. Las aplicaciones se hacian por lo menos en tres areas de campo por dia para seleccionar una de las
lres a los seis dias, y desde alll cosechar entre los ocho a diez dias de realizada la aplicacion las orugas
muertas. Luego, estas orugas eran almacenadas a-10° Cy, a modo de ejemplo, en la campaia 2002-
2003 se produjeron aproximadamente 45 loneladas de orugas muertas que es equivalente al tratamiento
para 2 millones de hectareas sembradas con soja. Esto muestra la capacidad, laimportancia de la produccion
en campo y la cantidad de material o de producto que se puede producir a un costo muy bajo. Las orugas
almacenadas en camara fria eran después procesadas a traves de un equipo similar a un equipo tipo de
extraccion de jugo de frutas. Esta mezcla se filtraba y el filtrado conteniendo los virus era mezclado con
productos inertes como caoli y ofros, expandiéndose luego en bandejas para secarlo en salas con
temperatura controlada y ventilacion forzada. Una vez seco, el material era embolsado para luego
almacenarse en bolsas de 60 kilogramos con posterior control de calidad por la EMBRAPA Soja.

Sin embargo, el proceso de produccion en campo tiene varias limitaciones. La primera es que
varios factures bidticos y abidticos afectan el nimero de orugas de cada campana. Esto hacia muy dificil
para las empresas el poder planear una produccion con anticipacion v, por lo tanto, realizar una oferta de
producto relacionada a la demanda de los clientes. Tanto es asi, que en las Gltimas campanas (en los
tltimos cinco-seis anos) el virus producido no fue suficiente para atender la demanda de los agricultores.
Para gue tengan una idea, se producia virus para 1.5 millones de hectareas y habia una demanda para
casi 2 millones. Por otro lado, la presion sobre las empresas por aumentar su productividad influyd
negativamente sobre |a calidad del producto ofrecido. Por esa razan, la productividad del virus por kilo de
orugas y la calidad del material decrecio en los ultimos anos.

Esta situacién generd la necesidad de desarrollar un proceso de produccion mas predecible y en
mayor escala que atendiera la creciente demanda por el producto y solucionase el problema de |a baja
calidad. Se desarrolld entonces un proceso comercial para las empresas que tienen contrato con
EMBRAPA. Esta fue una prioridad.

' EMBRAPA CNPSo
40

Entre otros aspeclos, como la formulacion este pasé a ser la prioridad y constituye hoy el mayor
avance con respeclo a produccion del virus. Como el liempo es corto nosolros no vamos a infarmar de
detalles lecnicos de cémo fue oblenido cada parametro, pero sin lugar a dudas, la principal modificacion
que se hizo fue la sustilucion del agar por ofro agente gelificante, y la reduccion de caseina en casi un
50%, disminuyendo los costos de produccion del proceso. Hubo otros elementos gue también fueron
cambiados, como recipientes mas baratos, oplimizacion de la densidad, el estadio larval para la inoculacién,
dosis y temperatura. Otro aspecto importante fue el establecimiento de un laboratorio piloto para ajustar
los nuevos procedimientos, para lestear si todo el proceso funcionaba para ofrecerlo a las empresas
como un paquete tecnologico. Nosolros pretendiamos la transferencia de la tecnologia para las empresas
que producen el insecticida biologico.

Luego de la optimizacién de todos los componentes involucrados en el proceso, el costo final de la
dieta fue reducido de 13 a menos de 2 reales, lo que hizo viable el proceso de produccion desde el punto
de vista comercial. Con todas los parametros optimizados, se llegd a un costo de produccién en laboratorio
(de la maleria prima) de menos de 1 real por heclarea. El costo a campo es menor pero de todas formas
en este nivel la produccion en laboratorio es viable.

Luego se propuso a las empresas pasar de escala laboratorio a planta pilolo, construyendo una
planta con esas caracteristicas, con una parte para la produccion del insecto y otra del virus.

El proceso de produccion de virus consistia de un proceso que incluia el lipo de recipiente, el
estadio de inoculacion, el nimero de insectos por recipiente, el nimero de poliedros del virus para la
inoculacion, la incubacién a esa lemperatura, y el mantenimiento de la produccion del inseclo. Un 3 a 5%
de toda la produccién de insectos se destinaba para mantener la colonia.

El proyecto piloto fue tan exitoso que COODETEC resolvid construir la mayor biofabrica en el
mundo para la produccion del virus in vivo. Con dos laboratorios climatizados principales de 750 mts?
cada uno -uno para produccion del insecto y otro para produccidn del virus- la empresa posee todas las
condiciones para la produccion en gran escala.

Como ya dijimos, estos son laboratorios muy amplios, con muchas salas para la produccion de
todas las fases del insecto, como las varias salas para cria de mariposas y obtencidn de huevos.

(En esla transparencia) se puede ver las salas de incubacion de las orugas, contenidas en estas
recipientes de medio metro. Luego, en 4° instar, estos insectos pueden ponerse a una densidad de alrededor
de 300 orugas por recipiente. De cada recipiente luego se abrirda una nueva caja con orugas para
mantenimiento de la colonia. (En esta otra folo) pueden verse las salas de preparacion de dieta, con
equipos para secarlas y dosificarlas.

Cuando las larvas llegan al 4° instar son colocadas en vermiculita, donde van a pupar. Estas son
las pupas que luego son separadas para mantener la colonia. Solo del 3 a 5% de la produccion se destina
al mantenimiento de la colonia, siendo el resto destinado a la produccion. Esta operacion se hace, como
ya lo dijimos, en otro laboratorio especifico para la produccién del virus, para la produccién del patégeno,
desde donde parte el producto para su formuiacién y posterior almacenamiento.

El lasboratorio establecido en COODETEC, fue planeado para inocular 800 mil orugas por dia
trabajando a su maxima capacidad, empleando 45 operarios para la produccién de 27 a 29 toneladas de
orugas por afio, lo que a su vez resultaria en 1,8 a 2,2 millones de hectareas equivalentes por afio.

Solo recientemente en Londrina EMBRAPA Soja se construyd un laboratorio piloto. Ustedes podrian
preguntarme entonces ¢ por qué un laboratorio piloto de EMBRAPA si el proceso ya esta instalado en gran
escala? La respuesta es porque esle sistema va a permitir mejorar el proceso en algunas etapas y también
servira como lugar de entrenamiento de las ofras empresas que no estan produciendo en estos momentos
virus por esta metodologia. Este laboratorio piloto permitira inocular de 25 a 30 mil orugas por dia para
producir 120 mil hectareas equivalentes del virus por afio. De esta manera, el laboratorio piloto de EMBRAPA
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serviria para el mejoramiento continuo del proceso y para el repaso de las innovaciones y el enlrenamiento
de las empresas que tienen contrato con EMBRAPA,

La tendencia en los proximos afios la visualizamos como la suslitucion gradual de la produccion de
virus en campo por la produccién en laboratorio, lo que seguramenle resultara en productos mnte_rmandn
virus de mayor calidad y ayudara a las empresas a planificar con antelacion las producciones que atiendan

a la necesidad de los productores.
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HACIA EL DESARROLLO DE PROCESOS FACTIBLES DE PRODUCCION DE
BIOINSECTICIDAS VIRALES EN CULTIVOS DE CELULAS DE INSECTOS.

Juan Daniel Claus!

El desarrollo de procesos de produccién de baculovirus en cullivos celulares ha sido propuesto
repelidamente durante los Gltimos cuarenta afios, como una alternativa a la mulliplicacion viral en insectos.
Sin embargo, ventajas como una calidad superior del producto, un mejor control del proceso y escalabilidad
predecible, entre otras, no han alcanzado a neutralizar claras desventajas, como lo son los menores
rendimientos, los mayores costos y la menor actividad biolégica, que impactan negativamente en la
economia del proceso. Con el objetivo de avanzar en el desarrolle de procesos factibles de produccion de
baculovirus insecticidas en cullivos de células de inseclos, y lomando como modelo la produccitn de
poliedros del virus de la poliedrosis nuclear multiple de Anficarsia gemmatalis (AgMNPV), se plantearon
las siguientes metas:

a) seleccionar una linea celular susceplible y altamente permisiva a la replicacion de AgMNPV, capaz
de adaptarse al cultivo en suspension y a medios de cultivo libres de suero;

b} caracterizar los requerimientos nutricionales y metabdlicos de la linea celular seleccionada;

c) sobre la base del conocimiento de los requerimientos nutricionales y la caracterizacion metabélica,
disefiar un nuevo medio de cultivo libre de suero y de bajo costo para el cultivo de la linea celular
seleccionada, capaz de sostener elevados rendimientos de poliedros de AgMNPV;

d) optimizar los rendimientos de poliedros de AgMNPV mediante manipulacion de los parametros de
cultivo e infeccion en un medio de cultivo de bajo coslto, a baja escala y en reaclores escalables.

En una primera etapa, la linea celular UFL-AG-286, establecida a partir de tejidos embrionarios del
huésped viral natural (Anticarsia gemmatalis) (Sieburth P, Maruniak J, 1988%), fue adaptada al cullivo en
suspension en un medio de cultivo estandar (TC-100), suplementado con 10% de suero fetal bovino. Los
cultivos adaptados crecieron exponencialmente, con un tiempo de duplicacién de 29 horas, alcanzando
una densidad celular maxima superior a 3,5 x 10° células/ml, Experimentos de infeccién de los cultivos en
suspension con AgMNPV revelaron una alta susceptibilidad y elevada produccion de ambos fenotipos
virales, virus brotados y poliedros. Ademas, estos cultivos pudieron adaptarse al crecimiento en un medio
de cultivo libre de suero comercial, con un tiempo de duplicacion de 35 horas y una densidad celular
maxima superior a 5 x 10° células/iml.

La caracterizacion de los requerimientos de aminoéacidos e hidratos de carbono de las células de
la linea UFL-AG-286 adaptadas al cultivo en suspension mostro que, excepto la glucosa y la glutamina, e!
resto de los nutrientes presentes en el medio TC-100 se encuentran en franco exceso respecto a los
respeclivos consumos celulares. La infeccion viral se asocia a una clara depresién de los requerimientos
de glucosa y glutamina. El patron de excrecion de productos metabdlicos, caracterizado por la falta de
acumulacién de lactato, la produccion de amonio y la falta de produccion de alanina, permiten inferir la
existencia de un ordenamiento caracteristico de las vias por las cuales se metabolizan las principales
fuentes energéticas. Adicionalmente, los requerimientos de otros nutrientes, como lipidos y vitaminas,
fueron analizados mediante experimentos de suplementacion nutricional de disefio factorial parcial, que
permitieran identificar compuestos limitantes de la proliferacion celular y/o la produccién de poliedros.

La caracterizacion nutricional y metabdlica de los cultivos en suspension permitio disefiar una
serie de medios de cultivo basicos de composicion mas simple, a los cuales los cultivos de las células
UFL-AG-286 se adaptaron rapidamente, con adecuados parametros de crecimienlo, y produciendo niveles
de poliedros virales significativamente superiores a los alcanzados en el medio TC-100, en cultivos
infectados con AgMNPV.

' Universidad Nacional del Litoral, Facultad de Bioquimica y Ciencias Biologicas. CC 242, (S3000ZAA)
Santa Fe, Repdlblica Argentina.
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Una vez seleccionado el nuevo medio de cultivo basico UNL-5, con el objetivo de reemplazar el
suero fetal bovino se realizaron experimentos factoriales de suplementacion con hidrolizados pr_otqlc.us’de
bajo costo y extractos, los cuales permilieron definir una mezcla de tres mmponentles con una significativa
actividad estimulante de la proliferacion celular y de la replicacion viral. La combinacion de _esta mezcla
con una fuente de lipidos y esteroles permitio disefiar un suplemento de composicion o deﬁmda capaz de
reemplazar el suero fetal bovino. El medio completo UNL-8, constituido por el I'I"lEFlIG pésrm UNL-5 y el
suplemento no definido libre de suero fetal bovino, cuyo costo de formulacion es nnfan-::_tr a USS 3/ litro,
puede sostener el mantenimiento conlinuo de 12 linea celular UFL-AG-286 (en la actuahdad mas de 150
pasajes), con tiempos de duplicacion inferiores a 28 horas en cultiv;:-s en suspenslﬁ:n ggrtada. y que, luego
de optimizados los parametros de infeccion, permite alcanzar rendqmlrentus volumetricos Supm’!nres alx
10* poliedros / ml en cultivos infectados con AgMNPV, en frascos agitados y en Ireactctras r.?e tipo tanque
agitado y airlift. Los poliedros producidos en estas condiciones poseen una :-actwsdad pmlagma levemente
inferior a los producidos en insectos Infectados, a pesar de que ambos contienen similares cantidades de

viriones, estimadas de acuerdo al contenido de DNA.

Los resultados de este trabajo pueden constituir la base para nuevos avarnces que hagan factible la
praduccian de baculovirus bicinsecticidas en cultivos de células de insecto.

* Sieburth PJ, Maruniak JE. Growth characteristics of a continuous cell line from the velvetbean caterpillar,
Anticarsia gemmatalis Hibner (Lepidoptera: Noctuidae). In Vitro Cell. Dev. Biol. 1988; 24: 195-198.

Agradecimientos: este trabajo fue financiado por ANPCyT v UNL (Republica Argentina).
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PROCESS OPTIMISATION FOR LARGE-SCALE PRODUCTION OF
Serratia entomophila

Gabriel Visnovsky'

The way of developing a micro-organism into a biological control agent (BCA) are involves many
sleps, such as ils discovery, selection and culture, efficacy against the pest to be controlled, production,
formulation, aplication and evaluation of safety in the environment. Within these factors, ils production in
controlled condilions is a key-step for ils economical large-scale manufacture.

Fermentation technologies can be used for profitable BCA mass production A primary objective of
fermentation in research and industry is the cost-effective production of the desired product. The airt! is
maximise volumetric productivity to obtain the highest amount of product in a given volume in a certain time
(l.e. g I'h™). High cell density cultures (HCDC) of micro-organisms are, in general, a prerequisite for high
productivity. There is increasing industrial demand for robust fermentation process and control of HCDC,
The following is a partial example about how process optimisalion can influence on the yield of the product
wanted which is, for our case, a microbe with bioinsecticides properties.

High density production of Serratia entomophila

Species of non-spore forming bacteria belonging to the Enterobateriaceae have shown activity
against a range of insecl pests and plant diseases and have potential to be utilized as biological control
agents. The bacterium Serratia entomophifa has been developed as a biological control agent for grass
grub, Costelytra zealandica (Coleoplera; Scarabaeidae) in New Zealand. (Jackson et al. 1992).

Serratia entomophila is usually produced in large-scale reactors at concentration of 4-6 x 10'° cfu/
ml. Although this concentration is commercially profitable, an increase in cell density is desirable to improve
volumelric productivity. Therefore, the influence of different carbon sources and dissolved oxygen
concentration on cell growth was investigated to optimise industrial production. A series of 500 ml shake-
flasks containing 100 ml of culture medium were used to check the different carbon sources, while 2 10
litre (working volume) Braun Biostat® E fermentor was used to conducl the studies on dissolved oxygen.

Molasses, fructose, glucose, and a combination of glucose and fructose were tested against raw
sugar, the slandard carbon source used in S. entomophila production. The cell density achieved with these
different carbon sources did not improve that reached using raw sugar (Figure 1). Molasses gave similar
production to raw sugar and could be used as an alternative if necessary. In contrast, the level of dissolved
oxygen concentration (DOc) in the culture medium had an important influence on cell density (Figure 2).
DOc levels were allowed o drop from ~ 80% at the beginning of the fermentation to 5% (Standard), 20% or
50% DOc, and maintained at these set-points until the end of fermentation. Clear differences in cell number
as well as cell growth kinetics can be seen between Standard (2-3 x 10" cfu/ml) and 20 and 50% DOc (6-
8 x 10" cfulml), revealing the important role that dissolved oxygen level plays in this fermentation system
after 12 fermentation hours. The cell density level reached with S. entomophila at present (~ 8 x 10" cfu/
ml) using a batch fermentation strategy ranks it as an HCDC. Therefore, the challenge to further improve S.
entomophila cell density will need to take into account the selection of an appropriate reactor design and
configuration (with the possibility of external or intemal cell retention systems such as dialysis-membrane,
ceramic or spin filters or other filtration or perfusion systems) and the use of advanced, robust, reliable and
fast methods and systems of fermentation control and/or the use of a fed-balch fermentation strategy.

'AgResearch, PO Box 60, Lincoln, New Zealand
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Influence of differsnt carbon sources on
Serratia entomophila cell growth
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Figure 1. 5. enfomophila viable cells count as function of fermentation time for different carbon sources.
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Figure 2. 5. enfomophila viable cells count for different conc. of dissolved oxygen as function of fermentation
time
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MICROBIAL FORMULATION FOR BIOCONTROL
Trevor A. Jackson'

Formulation is a term used to cover aclivilies thal are aimed at cell preservation, method of delivery
and enhancing efficacy of micrabes for use in biocontrol. In any formulation process il is important that live,
robust cells are used. These characteristics will be defined by the cell production process. Once harvested
the cells must be stabilised and incorporated into materials that will define their preservation and use.
These materials can include stabilizers, preservatives, fillers, binders and desiccants (For details see H.D.
Burges (1998) Formulation of microbial pesticides. Kluwer Publishers).

Formulation can greatly enhance the stability and opportunities for use of a microbial conltrol agent.
For example, Bioshield™is a biocontrol for the New Zealand grass grub based on the non-sporeforming
bacterium Serratia entomophila. Fermenter broth cultures of the bacteria will lose viability within a few
days if held at ambient temperatures. Through formulation into a granule the bacteria can be maintained at
ambient storage conditions for six months with little loss in viability. In addition the granule can be applied
through a standard seed drill to ensure successful establishment of the bacteria in the soil.

Once cells are stabilised they can be further formulated for a variety of final applications. These
can include seed coatings, modification for fast and slow release and mixing with protectants for aerial
applications. Thus formulation is an impartant process for reducing cell wastage from production to application
and enhancing final efficacy of the biocontrol product.

! Biocontrol Technologies, AgResearch, PO Box 60, Lincoln, New Zealand.
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NORMA INTERNACIONAL SOBRE IMPORTACION, EXPORTACION
Y LIBERACION DE ACB

EL SIGUIENTE TRABAJO CORRESPONDE A LA PRESENTACION EN POWER POINT
DE LA AUTORA:

Maria Inés Ares'

DIRECTRICES PARA LA EXPORTACION, EL ENVIO, LA IMPORTACION Y LIBERACION DE AGENTES
DE CONTROL BIOLOGICO Y ORGANISMOS BENEFICOS

CIPF/FAO, PUBLICACION N° 3, ABRIL 2005

http://www.ippc.int

AMBITO

Directrices para el manejo del riesgo vinculado con la exportacion, el envio, laimportacion y liberacion
de agentes de control biologico (ACB) y otros organismos benéficos, Se enumeran las responsabilidades
pertinentes de las partes contratantes de la CIPF, las Organizaciones Nacionales de Proteccion Fitosanitaria

(ONPF), los importadores y exportadores.

La norma refiere los ACB capaces de reproducirse, asi como los Insectos estériles y organismos
benéficos, e incluye aquellos embalados o formulados como produclos comerciales, También incluye
disposiciones para la importacion de ACB no nativos y otros organismos benéficos, con fines de

investigacion en instalaciones de cuarentena.

OBJETIVOS

Facilitar la exportacion, el envio, la importacion y liberacion segura de ACB y ofros organismos
benéficos, ofreciendo las directrices a todos los organismos plblicos y privados participantes, principalmente
mediante la elaboracién de la legislacién nacional, cuando ésta no exista.

« Establecer la cooperacion entre los paises importadores y Exportadores, de manera que:

- los beneficios que hayan de derivarse del uso de ACB o de otros organismos benéficos se
consigan con efectos adversos minimos.
~  Se promuevan practicas que garanticen una utilizacién eficaz y segura, disminuyendo al
minimo los riesgos al ambiente debido a la manipulacién o utilizacion inapropiadas.
» Lograrque:
- Se fomenten praclicas comerciales responsables
—  Se ayuden a los paises a formular reglamentos que aborden la manipulacion, evaluacion y

utilizacién segura de ACB y otros organismos benéficos

_  Se brinden recomendaciones sobre el manejo del riesgo para |a exportacion, el envio, la
importacion y liberacion segura de ACB y otros organismos beneficos

_  Se promuevan la ulilizacién segura de ACB y oftros organismos benéficos

Autoridad responsable y Responsabilidades generales.
« Autoridad responsable: La ONPF de Uruguay es la DGSA/IMGAP.

« Responsabilidades generales :

La ONPE debera establecer los procedimientos para la implementacion de esta norma, incluyendo
la evaluacian de la documentacion pertinente.

' MGAP Direccion General de Servicios Agricolas
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« La ONPF debera:

Asegurar, que cuando se certifiguen las ex i

; A poraciones, se cumplan los reglamenlos de lo i
importadores. ’ T
Enr[dar y evaluar |a documentacion, segun corresponda, que sea pertinente a la exportacion, el
envio, la importacion o la liberacion de ACB y ofros organismos benéficos.

Asequrar que los A{?B y otros organismos benéficos se lleven ya sea directamentie a las instalaciones
mgrenlenanas ﬁe;;gnadas o, si resulla apropiado, pasen a las instalaciones de produccidn masiva
o direclamenle a liberarse en el medio ambiente.

Asegurar que los importadores
j ¥, cuando corresponda, los exportadores cumplan
responsabilidades i 4 o

Considerar los posibles impaclos en el ambiente, tal como en los inveriebrados no objetivo.

Analisis de riesgo de plagas.

Esta norma recomienda utilizar las normas vigentes de Analisis de riesgo de plagas para plagas
cuarentenarias incluido el analisis de riesgos ambientales y organismo vivos modificados, segun
cc-rresp_-onda. lomando en cuenta las incertidumbres y posibles consecuencias ambientales. ﬁ:demés
de reah;ar la evaluacion del riesgo de plagas, las partes contratantes también deberan considerar
los posibles impactos en el ambiente, tales como impactos en invertebrados no objetivo.

DEFINE RESPONSABILIDADES PARA:

La ONPF del pais importador en todas las etapas.
La ONPF del pais exportador

El importador y El exportador
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GRUPOS DE DISCUSION Y APUNTES

GRUPO 1 - Anfiteatro

Jose Buenahora
Stella Avila

Alicia Arias
Gabriela Garmendia
Willy Chiaravalle
Alda Rodriquez
Elena Masaoller
Laura Rossi
Diego Risso
Roberto Lecuona
Trevor Jackson

GRUPO 2 - Sala del Reloj

Silvia Pereyra
Maria Bemhaja
Roberto Bernal
Facundo |bafnez
Sandra Lupo
Amalia Baraibar
Ines Ares

Adela Ribeiro
Leticia Quagliotto
Flavio Moscardi
Juan Claus

TEMARIO - GRUPOS DE DISCUSION

GRUPO 3 - Sala chica de Direccion

Mora Altier

Leticia Rubio
Monica Cabrera
Alicia Ferreiro
Claudio Recabal
Madelaine Chifflel
Fany da Rosa
Lina Bettucci
Carolina Leoni
Rosario Alzugaray
Daniel Sosa-Gomez

GRUPO 4 - Reloj

Enrique Castiglioni
Alicia Sanchez
Pablo Nafez
Victoria Calvo
Fernando de Torres
Lis Yanes

Silvia Tomassoni
Stella Zerbino
Silvina Stewart
Julio Méndez

Rose Monnerat
Calin Berry
Gabriel Visnovsky

1) ¢Cual es el nicho para el uso de los agentes microbianos de control biolégico?

¢+ Como vemos al Control biolégico en el marco de los sistemas de produccion sustentables?

Analizar sistemas de produccion intensivos y extensivos, horti-fruticultura, agricullura extensiva, cultivos a
cubierto, produccién organica

2) ien qué etapa esta Uruguay en la adopcion y utilizacion de esta herramienta de CB?
icuales son los problemas que existen para su ulllizacion?

4qué puntos débiles o limitantes deberian ser priorizados?

¢liene Ururguay la tecnologia y los RRHH para desarrollar estos productos a escala comercial?

3) ¢cuales son los desafios a resolver a corto, mediano y largo plazo para avanzar en el uso de estos
productos?

4) ¢ cual deberia ser el rol de las distintas Instiluciones?
especificar para

MGAP

UDELAR, diferentes Facultades

Centros de Investigacion INIA, IIBCE

LATU

Empresas privadas

Otros
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5) ¢ Como deberia manejarse el tema en la opinion publica?
:Cual es la forma de involucrarfincentivar a los productores?
pensar en productores de diferentes regiones del pais y distinto sistemna de produccién

6) ¢ Existe una necesidad de coordinacion regional para avanzar en este tema?
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PRIMER TALLER URUGUAYO SOBRE )
PRODUCCION DE AGENTES MICROBIANOS DE CONTROL BIOLOGICO

21 y 22 de marzo de 2006
RESUMEN Y CONCLUSIONES

Los dias 21 y 22 de marzo se llevd a cabo en INIA La Estanzuela, Colonia, el Primer Taller Uruguayo
sobre Produccién de Agentes Microbianos de Control Biolégico. La actividad reunio a mas de 60 participantes
de diferentes organismos e instituciones publicas y privadas nacionales interesadas en el control bioldgico
de plagas y enfermedades de las plantas, representando a diversos sectores (investigacion, educacion,
empresarial y productivo), asi como también invitados intemacionales referentes en el tema.

En €l control biolégico de plagas y enfermedades de plantas se combinan diversas practicas que
tienden a favorecer la expresion de los mecanismos naturales de control. Ademas, el control biolégico es
usado en muchos paises para el manejo de malezas, plagas de la produccidn animal como garrapatas, y
vectores de enfermedades del hombre como mosquitos y vinchucas. En el Taller se profundizé en el uso
de agentes microbianos de control bioldgico (AMCB), sin desconocer las otras herramientas existentes.

La produccion de AMCB es la elapa final de un proceso que comienza con la identificacion de
microarganismas (como bacterias, hongos, virus) que existen en la naturaleza controlando inseclos plaga
y enfermedades de las plantas. Luego de su identificacion, se los caracteriza y se evalla su eficiencia de
control. Finalmente, se estudia la forma de multiplicarlos y emplearlos en los sistemas productives, ya
sea en sistemas de produccion organica u ofros.

En el Taller se expusieron las experiencias de distintos grupos, lanto nacionales como extranjeros,
que se encuentran trabajando en el tema y se disculieron los avances, las limitantes y las posibilidades de
desarrollo de esta herramienta de control de plagas y enfermedades en el pais.

Como marco y orientacian en la discusion se conld con la parlicipacion de reconocidos lécnicos de
la regitin y de paises mas distantes con antecedentes muy ricos en la aplicacion de esta tecnologia. Los
Dres. Flavio Moscardi, Daniel Sosa Gomez y Rose Monnerat de la Empresa Brasilera de Pesquisa
Agropecuaria (EMBRAPA), los Dres. Roberto Lecuona del Instituto de Micologia y Zoologia Agricola (IMYZA
- INTA) y Juan Claus de la Universidad Nacional del Litoral (Santa Fe), en Argentina, los Dres. Trevor
Jackson y Gabriel Visnovsky de AgResearch, Nueva Zelandia y el Dr, Colin Berry de la Universidad de
Cardiff en el Reino Unido presentaron las experiencias de muchos afios de trabajo en las diferentes
especialidades en el lema, respondieron preguntas y ofrecieron colaboracién en etapas futuras.

En el analisis y discusidn final del taller se arribd a las siguientes conclusiones:

Se destaca la existencia de grupos nacionales de invesligacion interinstilucional y de una base de
conocimiento cientifico importante como punto de partida fundamental para la implementacion de esta
herramienta de conltrol bicldgico de plagas y enfermedades.

Se remarca la falta de un marco normativo que permita la utilizacion en el pais de estos agentes de
control bicldgico y el desarrollo de productos basados en microorganismos nativos. La elaboracion de
este marco normativo deberia colocarse como una prioridad estratégica ya que seria un punto de apoyo
lrascendente para lograr un pais productivo, sustentable y natural, y deberia ser consensuado por todas
las instituciones involucradas en el tema, incluyendo a la industria y a los productores agropecuarios.

La estralegia nacional en maleria de control biologico también deberia priorizar la educacion a
lodos los aclores de la sociedad (comunidad cientifica, productores y lécnicos, industria, consumidores),
La ensefanza y capacitacion en control biologico de plagas y enfermedades, sus ventajas y beneficios y
las diferentes formas de utilizacion deberia ser de amplio alcance, desde |la ensefianza preescolar hasta
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la formacion de recursos humanos en los cargos de jerarquia de la administracion pablica en todos los
aspeclos, agropecuaria, ambiental y salud.

Se reafirmd la necesidad de invertir en investigacion y desarrollo en esta area y en estimulos a la
innovacion.

En funcion de las conclusiones anteriores, se realizan las siguientes recomendaciones:

1) Se recomienda que el Poder Ejecutivo constituya un comité nacional interinstitucional que integre
organismos eslalales relacionados (MGAF, MVOTMA, MSP), LATU, centros de investigacion (UdelaR,
INIA, IIBCE), institutos de educacion de diferentes niveles, la industria y los usuarios de herramientas de
control biolégico de plagas y enfermedades y que esa comisién tenga como cometidos:

a. disefiar una esltrategia nacional para coordinar y consensuar acciones en materia de control
biolégico de plagas, enfermedades y malezas

b. asesorar al PE en la elaboracion de un marco normativo para el uso de productos biologicos

c. asesorar en la definicion de una politica de estado para el uso de herramientas de control biclégico
en el correcto manejo de problemas causados por organismos nocivos (insectos, enfermedades y malezas)
que afectan a plantas y animales asi como de vectores de enfermedades que afectan a la poblacion
humana.

d. disefiar una estrategia para sensibilizar a la opinién pablica y capacitar a todos los niveles
educativos, desde |la Ensefianza Primaria y Secundaria a través de los programas de las distintas
asignaturas relacionadas y los Clubes de Ciencias hasta el nivel terciario con especializaciones en Control
Biolégico en el grado y postgrado. Se recomienda también el disefio de programas de investigacion
parlicipativa donde se involucren agentes de extension, productores, consumidores, médicos, efc.

e. esludiar y proponer mecanismos que incentiven a productores y empresas a incorporar
tecnologia en base a control biologico.
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Estimados colegas y amigos,

Cuando hace mas de seis meses empezamos a disenar este Primer Taller Uruguayo sobre
Produccion de Agentes Microbianos de Control Biologico, sabiamos del interés y sobre todo la necesidad
que existia en la gente trabajando en este tema en el Uruguay, por reunirse y discutir acerca de muchos de
los aspectos claves relacionados a éste. Hoy, con los mas de 60 participantes que hubo en el mismo
(algunos de ellos no incluidos en esta lista electrénica) sabemos que no nos equivocamos al convocarlo.

Queremos agradecerles profundamente a todos aquellos que desde la Universidad, Institutos de
Investigacion, Institutos y Ministerios, y Empresas Privadas, se hicieron presentes en el mismo para aportar
con sus trabajos y puntos de vista a un debate de muy alto nivel cientifico, politico y social acerca de este
tema, resultado del cual salieron lineas de accion concretas para trabajar de aqui en mas.

Queremos agradecerles también a los invitados extranjeros que respondieron afirmativamente a
nuestro llamado, cientificos de renombre internacional, maestros en esta area que no hicieron mas que
jerarquizar este Taller no solo con sus presentaciones sino también participando activamente durante
todas las actividades que desarrollamos durante estos dos ultimos dias.

Queremos agradecer muy especialmente al Ing. Carlos Negro e Ing. John Grierson por el apoyo
recibido desde el primer momento para concretar este Taller, y que resultd fundamental para que éste se
llevara a cabo.

Valoramos muchisimo que INIA como Institucién arganizadora y La Estanzuela como sede fisica y
logistica brindaran todo su apoyo a la actividad y a la tematica del control biolégico con microorganismos,
asi como esperamos que lo continden haciendo en el futuro.

Como organizadores, no podemos mas que expresarles nuestra satisfaccion por el nivel de
respuesta obtenido. Estamos totalmente convencidos que esta es una area estratégica en la cual Uruguay
puede y debe desarrollarse: el establecimiento de las bases cientificas y tecnoldgicas que permitan su
desarrollo dentro del marco del proyecto de agricultura sustentable seran coherentes en la practica con la
definicién —no siempre cumplida- de pais Natural que el Uruguay posee.

Un abrazo para todos.

Ing. Agr. Rosario Alzugaray Dr. Gabriel Visnovsky

Responsables por el Comité Organizador
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