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Introduccion

La ejecucion de investigaciones en condiciones semicontroladas (invernade-
ros) requiere de rigurosidad, desde el disefio del espacio, pasando por la pla-
nificacion de &reas de trabajo para evitar la contaminacion cruzada durante el
desarrollo de los bioensayos, hasta el adecuado disefio experimental, factores
cruciales en la obtencion de resultados trazables y confiables para generar asf
estrategias de manejo de artropodos de importancia agricola.

Por eso, este capitulo aborda aspectos como los requerimientos bésicos para
el disefo de invernaderos (estructura interna vy externa), las recomendacio-
nes para buenas précticas y el diserio de experimentos para la ejecucion de
bioensayos con artrépodos en invernadero. Finalmente, se mencionan algu-
nas experiencias documentadas en la cria de artrépodos vy en el desarrollo
de bioensayos para la evaluacién de microorganismos entomopatdgenos en
condiciones de invernadero.

Requerimientos basicos para el diseno
de invernaderos utiles en la ejecucion de
bioensayos con artropodos

/- 7 \

El uso de invernaderos para la realizacién de bioensayos permite que se va-
liden resultados de laboratorio en condiciones semicontroladas, con el fin de
seleccionar, posteriormente, las estrategias con mayor potencial para el ma-
nejo de artropodos en cultivos comerciales. Por eso el disefio de los inver-
naderos es critico, siendo indispensable evaluar los componentes internos y
externos de la infraestructura protegida, de tal manera que puedan ser Utiles
para establecer y optimizar las condiciones necesarias (principalmente am-
bientales) para cada tipo de bioensayo.

A continuacion, se presentan algunos de los requerimientos basicos que un
investigador debe tener en cuenta para el disefio de estructuras internas y
externas de los invernaderos:

Infraestructura exterior

Para el disefio de esta estructura, se debe elegir el material de la cubierta
de acuerdo con los requerimientos del bioensayo, debido a que influye en la
generacion del microclima dentro del invernadero. Entre tales requerimien-
tos se encuentran las fluctuaciones en la temperatura, la humedad relativa
y la radiacion, entre otras variables que afectan directamente a las plantas,
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a los artropodos y, por supuesto, los resultados obtenidos en el bioensayo.
Adicionalmente, como se presentd en el capitulo IV, ‘Materiales de cubierta
y cerramiento para la construccién de invernaderos: criterios técnicos para
su seleccion’ se deben contemplar las caracteristicas propias del material de
cubierta (tabla 23) v el tipo de estructura (figura 63), con el fin de definir el
invernadero ideal segin el disefio experimental y su UsO.

Teniendo en cuenta las ventajas y desventajas presentadas en la tabla 23 y en
la figura 63, en el trépico alto colombiano, el invernadero adecuado para este
tipo experimentos corresponderfa al de arquitectura tipo venlo con cubierta
de policarbonato, debido a que permite mantener en su interior condiciones
ambientales homogéneas (temperatura, humedad relativa) para la ejecucion
de bioensayos (Lin et al, 2020). Ademés de esto, posibilita, por su estructura,
que se instalen mallas que permiten limitar fisicamente el ingreso v salida de
artropodos.

Tabla 23. Materiales utilizados para cubierta de invernadero

Lugares ideales para
instalacion

Material de cubierta Durabilidad | Instalacion | Fotoestable | Fragilidad

Plastico de polietileno. Bajo Baja Facil S Alta Baja precipitacion y sin
climas extremos.

Pléstico de Medio Alta Facil Si Baja Versétil en climas

policarbonato. extremos por la
resistencia de la
estructura al impacto
de altas precipitaciones
de lluvia

Vidrio. Alto Alta Medio Si Alta Climas con extremos 153

frios.

Fuente: Elaboracion propia con base en Bevi¢ y Dimitrijevi¢ (2008), Roman-Roldan et al (2019) y Villagran et al. (2019)
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Figura 63. Tipos de estructura de invernaderos mas comunes.

Fuente: Elaboracion propia con base en Baeza et al. (2006), Baille et al. (2002), Lin et al. (2020), Parra et al
(2004), Senhaji et al. (2019) y Yu et al. (2022)

154 Infraestructura interior

El disefio del interior del invernadero es también fundamental para el éxito
de los bioensayos, asf como para la confiabilidad de los resultados obtenidos.
Por esta razon, se deben contemplar las areas bésicas para que dentro de la
estructura se puedan realizar procesos como lavado vy alistamiento de ma-
terial, y las &reas que prevengan la contaminacion cruzada en las unidades
experimentales. A continuacion, se describen las éreas que debe contener un
invernadero enfocado en la evaluacion de artropodos.

Area de ingreso

Se encuentra en la entrada del invernadero, en donde se debe ubicar, como
minimo, un &rea de transfer con doble puerta con prediluvio (poceta baja con
cal o con un desinfectante liquido) para desinfeccién de calzado y cortina de
aire en el medio de las dos puertas. Lo anterior, con el propdsito de minimizar




Capitulo VIII. Uso de invernaderos en la ejecucion de investigaciones aplicadas a la evaluacién
de artrépodos plaga en Colombia

elingreso vy salida de artrépodos u otros contaminantes. Después de la cortina
de aire, se debe disponer de un area que pueda ser utilizada por los traba-
jadores, especialmente para colocarse los elementos de protecciéon personal

(ErP) requeridos para la ejecucion, el seguimiento y la lectura del bioensayo
(hgura 64).
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Figura 64. Area de ingreso en invernadero tipo venlo con cubierta de
policarbonato.

Fotos: Stephanie Numa-Vergel

Area de preparacion de muestras

Se recomienda que esta érea cuente con punto de agua potable, un espacio
para la siembra de plantas e, incluso, con un Mmesoén para el alistamiento del
material y demés elementos utilizados en el montaje de los ensayos (figura 65).
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Figura 65. Area de preparacion de muestras en invernadero tipo venlo con

cubierta de policarbonato.

Fotos: Stephanie Numa-Vergel
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Area de experimentacion

Esta &rea debe estar provista de mesones metélicos, sistema de riego (p. €],
goteo o microaspersion), sistema de iluminacion artificial, y sistema retractil
para la apertura y cierre de una malla térmica para sombrio o polisombra.
Dentro de esta area se pueden ubicar sistemas automatizados y acoplados
para la programacion de las condiciones ambientales (termperatura, humedad
relativa), y ventilacion tipo cenital y lateral. Adicionalmente, dentro de la mis-
ma é&rea, se recomienda ubicar los sensores de alta precisién que permitan
el monitoreo de las condiciones ambientales, asi como del encendido de los
sisteras integrados (figura 66). Los sistemas anteriormente mencionados del
invernadero automatizado permiten que sean areas Utiles para la ejecucion
de bioensayos segln el disefio experimental, y generan las condiciones épti-
mas para los niveles tréficos evaluados para la generacion de estrategias de
manejo integrado de plagas (Choab et al, 2019; Kittas et al, 2008; Shipp et
al, 2003).

157

Figura 66. Area de experimentacion en invernadero tipo venlo con cubierta de policarbonato.

Fotos: Stephanie Numa-Vergel
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Buenas practicas en la ejecucion de investigaciones
bajo invernaderos

En este apartado se explicaran, de manera sucinta, dos condiciones minimas
para la aplicacion de las buenas précticas requeridas en la ejecucién de inves-
tigaciones en invernaderos. La primera corresponde a lineamientos bésicos
para la aplicacion de buenas practicas y la segunda, al disefio adecuado de
experimentos en invernaderos.

Buenas practicas en invernaderos

Las buenas practicas agricolas en invernaderos estan encaminadas a reducir
la pérdida de material vegetal y animal, asi como a evitar la contaminacion
cruzada. Dentro de las practicas més importantes se pueden encontrar las
mencionadas a continuacion.

Uso de elementos de proteccion personal (epp)

En los invernaderos, se debe asegurar que el personal utilice los eep requeridos
para evitar incidentes laborales al momento de realizar actividades de prepara-
cion de suelo, lavado de material e, incluso, aplicacion o liberacion de agentes
patégenos o controladores bioldgicos, pues el uso inadecuado de los epp es uno
de los factores que ocasionan contaminaciones cruzadas en los experimentos,
ya que los patdgenos son transportados en la ropa vy el calzado. Por eso es
necesario contar con botas, overol, batas y demas elementos de uso exclusivo
dentro del invernadero (Martinez, 2014), y que deben ser usados por el personal
antes de ingresar a las areas mencionadas en la seccién anterior.

Microclima

Este es uno de los factores que afectan drasticamente la generacion de resul-
tados confiables, ya que al presentarse microclimas diferentes en el &rea de
experimentacion, es posible que se obtengan resultados contradictorios. En
el interior de esta éarea, se debe contar con sensores para monitorear conti-
nuamente, en distintas ubicaciones, las condiciones ambientales, con el com-
plemento de la incorporacion de sistemas de ventilacion natural o forzada
que permitan una recirculacion homogénea dentro del invernadero, asf como
otros sistemas de climatizacion para regular el microclima a valores deseados
(Li et al, 2018; Teitel, 2007).
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Manejo de residuos de cosecha

Otro factor que incide en las poblaciones de plagas que afectan (directa o
indirectarmente) los bioensayos es el inadecuado manejo de los residuos de
cultivos, o de las unidades experimentales, en el caso de bioensayos. Aunque
existen pocas publicaciones al respecto, varios autores (Forcella et al, 2018;
Murrell, 2017; Surekha et. al, 2003) han demostrado que en los residuos de
cosechas quedan artrépodos e, incluso, nematodos o microorganismos pa-
tdgenos, que, al no ser tratados a tiempo, pueden contaminar futuros experi-
mentos en el invernadero. Existen varios métodos para el manejo de residuos
de cosecha, dentro de los que se encuentra la solarizacion, que consiste en
ubicar dichos residuos debajo de plastico delgado transparente y utilizar la
radiacion solar para destruir a la mayorfa de los patégenos y arvenses (Sta-
pleton, 2000).

Medidas de seguridad y limpieza

Se recomienda que, al inicio de cada bioensayo, se realice en el invernadero
la limpieza y la desinfeccién con las herramientas y productos quimicos nece-
sarios. En general, los equipos vy los materiales para el montaje, seguimiento y
toma de datos (cuchillos, recipientes, mesas, cestas, materiales de empaque,
tieras, cepillos, etc) se deben usar de forma adecuada y mantener siempre
limpios, para disminuir la contaminacion cruzada (Somoza et al, 2019). Res-
pecto a la seguridad, es importante cerciorarse de que las condiciones de tra-
bajo sean las adecuadas para el personal y contar con procedimientos para
identificar y atender los riegos o posibles accidentes de trabajo que se puedan

resentar (Diaz, 2008).
p ( ) 159

Diseno de experimentos bioldgicos en invernadero

El diserio de experimentos (poE, por su sigla en inglés) en condiciones de in-
vernadero es uno de los factores mas criticos para asegurar la confiabilidad
de los resultados. En general, el objetivo del poe es obtener datos confiables
para establecer diferencias y comparaciones entre tratamientos que se apli-
can en espacios, parcelas o unidades experimentales, y que posteriormente
permiten cuantificar las respuestas obtenidas (Marin Rodriguez & Garcia Men-
doza, 2019).

En general, los experimentos en invernadero se pueden clasificar segin dife-
rentes criterios. Por ejemplo, Trapero-Casas et al (2015) los clasifican en tres:

\ | \
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e Experimentos preliminares: aquellos en los que se prueba un nimero
grande de tratamientos, con el objetivo de realizar una seleccion répida
(screening).

e Experimentos criticos o definitivos: aquellos en los cuales se comparan las
respuestas de diferentes tratamientos y que buscan detectar diferencias
estadisticamente significativas para establecer conclusiones.

e Experimentos demostrativos: aquellos que permiten establecer visualmen-
te una respuesta positiva de un tratamiento versus un tratamiento control
0 convencional, para demostrar dicha respuesta.

El proceso de disefio y experimentacion tiene diferentes etapas. Brevemen-
te, se relacionan a continuacion: definicién de problema a resolver, estableci-
miento de objetivos, seleccidn de tratamientos a evaluar, seleccion de material
vegetal, definicion de disefio experimental, toma correcta de datos, anélisis,
representacion y presentacion correcta de los resultados (Trapero-Casas et
al, 2015).

Como factores criticos en el poe, se destaca la definicion de las unidades
experimentales y de los tratamientos. La unidad experimental se define como
la minima unidad de material a la que se aplica un tratamiento, por ejemplo,
puede ser una planta o varias plantas. El tratamiento corresponde al proce-
dimiento cuyo efecto se cuantifica y se compara con otro procedimiento. Al
seleccionar de forma correcta los tratamientos vy las unidades, se busca dis-
minuir el error experimental, dado que este es una variacién que existe entre
las observaciones de las unidades experimentales de un mismo tratamiento
(Gupta et al, 2008).

En condiciones de invernadero, casas de malla o espacios controlados, se
busca que un experimento cumpla con los principios béasicos de réplica, alea-
torizacion y bloqueo (Marin Rodriguez & Garcla Mendoza, 2019). Las réplicas
corresponden a repeticiones de los tratamientos que se pueden realizar en el
tiemnpo o al mismo tiempo. Este proceso permite suministrar una estimacion
vélida del error experimental. La estimacion del error experimental posibilita la
inferencia estadistica, por ejemplo, al realizar pruebas de significancia u obten-
cién de intervalos de confianza. La aleatorizacion corresponde a una asigna-
cion aleatoria de las condiciones “tratamientos” a las unidades experimentales,
para asegurar que todas tengan las mismas probabilidades, y evitar el sesgo
sistemético y subjetivo en un experimento. El bloqueo permite generar ciertas
restricciones sobre la seleccién aleatoria y disminuir el error experimental, es
decir que bloquear un experimento es dividir las unidades experimentales en
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grupos o bloques de unidades similares, de tal manera que las observacio-
nes de cada bloque se recopilen en condiciones relativamente similares. Este
disefo es Util para experimentos en los que no es muy alto el nUmero de tra-
tamientos que se evallan y en los que el &rea experimental tiene un gradiente
(p. g, luz solar, radiacion ultravioleta, aireacion, riego, salinidad).

En condiciones de invernadero, se deben aplicar minimo dos principios de
los tres expuestos anteriormente (aleatorizacion, repeticion vy bloqueo), vy para
esto se utilizan frecuentemente dos tipos de disefo de experimentos: diserio
completo al azar (oca) y disefio de bloques al azar (pea).

El bca es el més simple v utiliza los principios de aleatorizacion y de réplica. En
este disefio, no se utiliza el bloqueo, debido a que se asume que las unidades
experimentales son homogéneas vy pueden ser asignadas a los tratamientos
de forma aleatoria (Santos Diaz et al, 2022). La Unica causa identificable de
variabilidad son los tratamientos, v la parte restante de la variabilidad es el
error experimental (Gupta et al, 2008). En este caso, la cantidad de unidades
experimentales vy tratamientos depende de la disponibilidad de recursos vy
de las necesidades de precision y reproducibilidad de las comparaciones. Es
decir que, si el material experimental para algunos tratamientos esté limitado
por la cantidad, se reduce el nimero de repeticiones en ellos. Sin embargo,
este tipo de decisiones afecta la precision del ensayo v, por lo tanto, su error.
Esta clase de disefio se utiliza en bioensayos en donde se evallan microorga-
nismos (hongos, bacterias vy virus) contra insectos de interés agricola.

El pea aplica los tres principios (aleatorizacion, repeticion y bloqueo) y consiste
en que las unidades experimentales se pueden agrupar de forma légica, for-
mando bloques (Trapero-Casas et al, 2015). Los blogues pueden contener el
mismo ndmero de unidades experimentales y los tratamientos se distribuyen
de manera aleatoria. Si el bloque se realiza correctamente, se reduce el error
experimental. Es importante que durante el curso del experimento todas las
unidades experimentales de cada bloque sean tratadas de manera uniforme
en todos los aspectos, por ejemplo, el riego, la recoleccién de material, la eva-
luacion de sintomas, la aplicacion de fertilizantes, entre otros. Estas practicas
permiten controlar la variacion entre los bloques y obtener resultados confia-
bles. Este disefio experimental es equilibrado, es decir que cada tratamiento
cuenta con un nUmMero igual de unidades experimentales en cada bloque y
cada bloque tiene todos los tratamientos (Hartung et al, 2019).
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Idealmente, los tratamientos dentro del bloque deben ser aleatorios, pero a
menudo el bloque T se ordena de manera consecutiva con el nUmero de
tratamientos (p. g}, del uno al cinco), ya que esto brinda la ventaja de tener
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una fila de demostracion. Un ejemplo de pea con cuatro tratamientos y cinco
bloques se describe en la figura 67

478m

Figura 67. Disefio de bloques al azar. Ejemplo de distribucién de cuatro
tratamientos en cinco blogues.

Fuente: Elaboracion propia

Entre las ventajas de la utilizacion de este tipo de disefio se presentan las
siguientes: permite aumentar el nUmero de unidades experimentales o de
réplicas dentro de cada bloque para los tratamientos que lo requieren, vy si se
eliminan unidades experimentales por condiciones externas (p. g}, el clima),
se puede estimar su valor teniendo en cuenta las unidades experimentales
restantes (Santos Diaz et al, 2022).

Existen otros disefios experimentales que se pueden utilizar en condiciones
de invernadero, pero con més frecuencia en condiciones de campo. Uno de
estos es el disefio de cuadrado latino (cu), el cual se puede utilizar en los
experimentos en los que existen dos fuentes de variacion, por gjemplo, la
luminacion y la temperatura, o fuentes de variacion, como el gradiente de fer-
tilidad en suelo vy el gradiente de humedad. La caracteristica principal de este
modelo es que los tratamientos se organizan de dos maneras diferentes: por
filas y por columnas (Trapero-Casas et al, 2015). También se pueden aplicar
los experimentos factoriales, que corresponden a una forma simultanea de
estudiar los efectos que tienen varios factores sobre una respuesta, en donde
se combinan los niveles de un factor con los niveles de otro factor, formando
lo que se denomina tratamiento. Este disefio permite, con mayor precision y
ahorro en tiempo vy material, el establecimiento de inferencias entre los facto-
res que se evaltan (Marin Rodriguez & Garcia Mendoza, 2019).
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A continuacion, se describen algunas experiencias de uso de invernadero en
el manejo integrado de plagas, enfocandose en dos temas: crias de insectos
y bioensayos enfocados en la busqueda, seleccion y aplicacién de microorga-
nismos contra plagas de interés agricola.

Experiencias en el mantenimiento de crias
de artropodos bajo invernadero

Uno de los factores criticos para el éxito de investigaciones en la entomologfa
moderna es la disponibilidad continua, y en las cantidades requeridas, de los
artrépodos necesarios para la ejecucion de bioensayos encaminados a ge-
nerar estrategias de manejo cuando aquellos se convierten en plaga (Parra,
2013). Por esta razon, las crias de artropodos en laboratorio e invernadero se
han convertido en un insumo fundamental para la investigacion enfocada en
la generacion de estrategias para el manejo integrado de plagas en cultivos
de importancia agricola.

Cuando se habla de crias de artrépodos en invernadero, no solo se evallan
dos niveles troficos (planta-plaga), sino también del hospedero-presa vy de
parasitoide-depredador, es por esto que segin Parra (2013), en programas
de control biolégico de plagas, se deben tener en cuenta las siguientes etapas:

Etapa 1. Seleccion del cultivo: se refiere a la planta que seré el hospedante
de la plaga o, en muchos casos, la dieta natural (planta completa, tubérculo,
entre otras partes). Esta planta puede ser aquella sobre la cual se realizard un
control en cultivo comercial o un hospedante alternativo del que se alimente
el artropodo de estudio. Es necesario que su mantenimiento sea més econoé-
mico por unidad de area (Parra, 2013). La seleccion del cultivo debe realizarse
soportada por investigaciones de tablas de vida del artrépodo con distintas
plantas hospedantes (figura 68)
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Etapa 2. Cria del hospedero y enemigo natural: en esta etapa se deben tener
conocimientos previos del hospedero natural o alternativo del enemigo natu-
ral (parasitoide o depredador), para elegir el hospedero méas adecuado vy asf
proceder al escalamiento de la cria del controlador bioldgico en cultivos de
importancia agricola (figura 68).

Etapa 3. Cria masiva: el éxito de esta etapa depende de investigaciones pre-
vias en las cuales se determinen parédmetros como densidad de siembra,
respuesta funcional y demés variables que afectan el crecimiento de las
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poblaciones. Es importante aclarar que no se debe iniciar una cria masiva sin
antes tener las instalaciones adecuadas, lo que, para el caso de artrépodos en
invernaderos, se refiere a la infraestructura adecuada para evitar contamina-
ciones cruzadas, tanto desde el exterior del invernadero como dentro de este.
Asi la delimitacion de espacios de cria de presas-hospederos y depredado-
res-parasitoides evitard que se contaminen. Se recomienda que las crias se
encuentren en médulos de invernaderos separados, que cada modulo cuente
con minimo malla antitrips y que en cada uno existan las éreas mencionadas
en la seccion “Infraestructura interior de los invernaderos’, del presente capi-
tulo (figura 68).

Etapa 4. Transferencia de tecnologia al usuario: en esta etapa se informa al
usuario sobre los beneficios de la adopcién de la estrategia de manejo de
plagas, aunque no debe ser la Ultima, ya que, antes de iniciar la cria masiva, se
deben realizar estudios de mercado para identificar las demandas del sector
de interés. Esta transferencia se puede realizar de distintas formas, desde pro-
gramas de vinculacion de tecnologia hasta tecnologias de la informacion y las
comunicaciones (Tic). De esta etapa depende la continuidad de la estrategia
de control biolégico desarrollada.

Recoloccidn de enemigos
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Figura 68. Pasos bésicos para la produccion de artrépodos en invernadero.

Fuente: Elaboracion propia
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A continuacién, se presentan los pasos bésicos que se proponen para el man-
tenimiento de artrépodos bajo invernadero.

En Colombia, y especialmente en el tropico alto, se han realizado estudios
para estandarizar las crias de plagas y los enemigos naturales en invernadero,
los cuales han sido insumo fundamental para el suministro de artrépodos
requeridos para la investigacion y generacion de estrategias de manejo en
varios sistemas productivos, entre los que se destacan los cultivos de tomate
y flores bajo cubierta.

Algunos casos de estudio de crias de plagas y de enemigos naturales en cul-
tivos de tomate bajo invernadero son los siguientes:

« Mosca blanca (Trialeurodes vaporariorum): desde hace varios anos se han
publicado estudios en los que se definen parémetros para la cria de T va-
porariorum en invernadero, asi como para la de su controlador biolégico,
el parasitoide Encarsia formosa Dentro de estos estudios se ha encon-
trado que las tasas de consumo de T. vaporariorum no solo dependen
del hospedante, sino también de las condiciones ambientales (Suéarez et
al, 2015) vy que, por lo tanto, influyen en la produccién de E. formosa en
invernadero (Diaz et al, 2019; Diaz et al, 2071).

Ademés, se han estandarizado crias de parasitoides, como Amitus fusci-
pennis, que, al liberarse en conjunto con £ formosa en cultivos de tomate
en invernadero, generan un mayor efecto para el manejo de T vapora-
riorum (De Vis et al, 1999: De Vis et al, 2002).

« Cogollero del tomate (Tuta absoluta): la cria de este insecto se ha realizado 165

principalmente en invernadero sobre plantas de tomate, y se han estimado

desde los pardametros poblacionales de este microlepidoptero (Pérez-Ma-

rulanda & Giraldo-Sanchez, 2020) hasta las condiciones de la cria bajo

invernadero (Bajonero et al, 2008; Morales et al, 2013) y las condicio-

nes de almacenamiento (Morales-Perdomo et al, 2018) de su parasitoide,

Apanteles gelechiidivoris, asi como el potencial para el manejo de este

con el uso en conjunto de feromonas sexuales para control de T absoluta

(Morales et al, 2014), entre otros enemigos naturales (Desneux et al, 2021).

A continuacion, se presentan algunas de las crias que se realizan en inverna-
dero para el control de 4caros plaga en cultivos de flores.

En Colombia, desde hace varias décadas, se han realizado estudios para ge-
nerar estrategias de manejo de 4caros como Tetranychus urticae, el cual
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genera importantes pérdidas econémicas para la exportacion de flores. Por
esta razén, se han publicado trabajos que implementan crias tanto del &caro
plaga como de acaros depredadores, y que van desde la simulacion de pa-
rametros para cria (Rodriguez et al, 2006; Bustos et al, 2009) hasta la opti-
mizacion del proceso de produccion de T. urticae sobre planta de frijol (como
hospedero alternativo) (Bustos et al, 2016), asi como sobre los criterios para
la cria del &caro depredador Phytoseiulus persimilis en invernadero (Daza et
al, 2010).

Experiencias en el desarrollo de bioensayos para la
evaluacion de microorganismos entomopatdgenos

El control biolégico es una estrategia de manejo que consiste en la regulacion
de poblaciones de plantas y animales por enemigos naturales (agentes de
mortalidad bidtica) que normalmente se encuentran en el ambiente. Dentro
de los enemigos naturales se pueden encontrar insectos, acaros, arafias, hon-
g0s, Virus, bacterias, nematodos, anfibios, reptiles, aves, mamiferos, entre otros
grupos que reducen las plagas (Parra, 2013).

Especificamente, para el control de plagas en cultivos de importancia econé-
mica, se utilizan métodos etoldgicos v culturales; aplicacion de bioinsumos con
ingredientes activos a base de hongos, bacterias y virus, asf como liberaciones
de artrépodos (parasitoides y depredadores). La evaluacion de estas estrate-
gias de manejo integrado de plagas inicia, normalmente, con la ejecucion de
bioensayos en laboratorio en los que se seleccionan los méas eficaces con-
troladores de plagas, y con la determinacion de la compatibilidad con otras
estrategias de manejo. Después de los ensayos en condiciones controladas
(laboratorio), se procede a validar los resultados en condiciones semicontrola-
das de invernadero, momento en el que es crucial contar con un disefio expe-
rimental que permita obtener resultados que puedan ser validados luego en
cultivos comerciales (Baron et al, 2019; Cotes et al, 2018), como se menciond
en las primeras partes de este capftulo.

Un bioensayo puede ser utilizado para determinar y cuantificar las relacio-
nes huésped-patégeno y el efecto de los parémetros bidticos y abidticos. Los
bioensayos con microorganismos entomopatégenos se han utilizado am-
pliamente en cinco componentes: i) determinacion de la virulencia, i) com-
paracion de la virulencia entre los diferentes microorganismos de interés,
iii) determinacion y establecimiento del rango de huéspedes (plaga), iv) deter-
minacion del potencial de uso vy v) estudios sobre los efectos de factores bio-
ticos y abidticos, como el estadio del insecto plaga, la planta, la temperatura,
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la humedad v la formulacién-bioinsumo a evaluar (Torres-Torres et al, 2020).
Debido a esto, la actividad bioldgica mediante un bioensayo se convierte en
una herramienta de importancia para el desarrollo de estrategias de manejo
integrado de plagas.

Teniendo en cuenta lo descrito, este apartado se enfocard en describir de
manera practica los requerimientos vy la experiencia en el disefio y ejecucion
de bioensayos para estimar y cuantificar el desempefio del microorganismo
biocontrolador en condiciones de invernadero, informacion que sirve para
predecir el comportamiento en campo.

Hay diferentes pruebas disponibles para la evaluacion de la actividad biologi-
ca, sin embargo, no existen métodos estandarizados y especificos para cada
tipo de microorganismo e insecto plaga (Torres-Torres et al, 2020). En los
bioensayos disefiados para predecir el desemperio del microorganismo bio-
controlador contra el insecto plaga en condiciones de invernadero, se deben
tener en cuenta los pardmetros ambientales pertinentes (p. ej., temperatura,
fotoperiodo), las condiciones de aplicacion (aspersion o goteo), entre otros
factores.

Existen lineamientos basicos para el desarrollo de bioensayos, los cuales se
describen a continuacion (Brownbridge & Buitenhuis, 2017 Navon & Ascher,
2000: Santos Diaz et al, 2022: Torres-Torres et al, 2020):

1. Todos los bioensayos deben incluir un control sin tratamiento para mo-

nitorear y cuantificar la supervivencia de los insectos en las condiciones

establecidas en el bioensayo.

167

2. La seleccion del tamafio de la muestra vy la concentracion de dosis de-

pende del sistema patdgeno-huésped a evaluar. Por ejemplo, Gulzar et

al. (2021) establecieron, al evaluar hongos entornopatdgenos contra trips,

que los factores con mayor influencia en la precision del ensayo fueron

el tamarfio de la muestra y la posibilidad de realizarlo a través del tiempo.

3. Selecciéon adecuada del método de inoculacion: en condiciones de in-
vernadero, es posible realizar la inoculacion del entomopatdgeno de di-
ferentes formas, siendo las méas utilizadas la aspersion, el espolvoreo vy
la inoculacion directa en suelo o en hoja. Como recomendacion, es im-
portante determinar la viabilidad del entomopatégeno antes de realizar el
bioensayo (Santos Diaz et al, 2022), con el fin de garantizar la eficacia del
mMicroorganismo.
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4. Se recomienda que la mortalidad se cuantifique a través del tiempo del
montaje del bioensayo, no solo al final. Este tiempo de incubacién o de
seguimiento depende de los tipos de insecto y de entomopatdgeno que
se estén evaluando.

5. Es necesario tener en cuenta que, en bioensayos en donde se requiera
inocular el suelo con los diferentes estadios del insecto, se deben conside-
rar las caracteristicas quimicas, fisicas y microbioldgicas del suelo (textura,
humedad, indicadores bioldgicos, entre otros).

6. Para insectos que presenten el estadio de ninfas, como opcién de inocu-
lacion se utiliza la contaminacion de la superficie de las hojas de la planta.

7. Para todos los bioensayos realizados en condiciones de invernadero, se
recomienda realizar la verificacion de sintomas en condiciones de labo-
ratorio. Para ello, se pueden muestrear de forma aleatoria insectos con
sintomatologfa y verificar en laboratorio el microorganismo.

En Colombia, se han desarrollado diversos trabajos (articulos, tesis, participa-
cion en congresos) en los que se evaldan microorganismos entomopatdge-
nos contra insectos plaga en condiciones de invernadero. A continuacion, se
describe un ejemplo de bioensayo en el que se aplican las recomendaciones
anteriormente descritas.

Modelo hongo biocontrolador-insecto plaga

La mosca blanca (Homoptera: Aleyrodidae) es una plaga que tiene gran im-
pacto en la agricultura actual, debido a su amplia distribucion, la gran cantidad
de plantas hospederas vy el nimero de cultivos que afecta. Para su control,
se han desarrollado varias estrategias que se enfocan en el uso de hongos
entomopatdgenos, como Akanthomyces lecanii (anteriormente Lecanicillium
lecanii) y Beauveria bassiana (De Barro et al, 2017, Sani et al, 2020). Uno de
los bioensayos més utilizados es el descrito en varios trabajos del Grupo de
Control Biolégico de Plagas Agricolas de acrosavia, el cual consiste en evaluar
la actividad bioldgica de cepas de hongos de interés y de bioplaguicidas so-
bre ninfas en segundo instar de Trialeurodes vaporariorum, mantenidas en
la planta hospedera de frijol en condiciones de invernadero. En general, se
evallan tres tratamientos: testigo absoluto, muestra a evaluar y control relativo
(agua). Como variable de respuesta se determina el porcentaje de eficacia
mediante la mortalidad. A continuacién, se describe la metodologia.
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Se siembran semillas de frijol de la variedad ICA-Calima en materas con ca-
pacidad de dos kilogramos de suelo. Una vez la planta emerge y tiene minimo
dos trifolios formados, se realiza la infestacion con adultos de T vaporariorum.
Para esto, se ubican 30 insectos dentro una jaula pinza dispuesta en cada
foliolo (figura 69) y, transcurridas 48 horas, se lleva a cabo la desinfestacion,
mediante la recoleccion de los adultos por medio de un aspirador bucal. Una
vez se evidencian las ninfas de segundo instar, se hace el conteo en cada folio-
lo. Posteriormente, se aplican los tratamientos a evaluar mediante aspersiones
sobre el envés del foliolo. Se realiza el seguimiento del bioensayo cada tres
dias, hasta alcanzar el cuarto instar o hasta evidenciar exuvias en el testigo
absoluto. Finalmente, se hace el conteo de los insectos vivos y muertos sobre
cada foliolo y se calcula la eficacia (Espinel, Lozano et al, 2008; Espinel, Torres
et al, 2008; Espinel et al, 2009; Cotes et al, 2009; Santos-Diaz et al, 2022).
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Figura 69. Bioensayo in vivo. a. Jaula pinza en hoja de frijol utilizada para bioensayo con
T. vaporariorum. b. Proceso de aspiracién para remocion de insectos de T. vaporariorum.

Fotos: Mdénica Paramo




Estrategias de adaptacion y mitigacion al cambio climético en sistemas de produccion agricola
Un enfoque desde la agricultura protegida y técnicas de biotecnologia para el manejo del cultivo

Conclusiones

Los espacios en invernadero son fundamentales para el desarrollo exitoso de
bioensayos aplicados a la evaluacion de artropodos plaga. La validez de los
resultados de estos bioensayos para la produccién o cria de artropodos de-
pende del disefio vy uso adecuado del invernadero, asi como de la ejecucion,
el anélisis y la interpretacion correcta de los resultados.

La utilizacion de invernaderos en investigacion con artrépodos permite gene-
rar informacion que puede usarse para predecir o estimar comportamientos
en condiciones de campo. Por esta razon, el disefio v las buenas préacticas en
invernaderos deben mejorarse constantemente para proporcionar una mayor
precision y validez en dicha informacion. La inclusién de equipos de moni-
toreo de condiciones ambientales permite el disefio de metodologias para
crias de artropodos y de bioensayos acordes a la realidad v a las necesidades
actuales.

En este capitulo se han proporcionado algunos parémetros que se consideran
importantes y que se deben tener en cuenta para el desarrollo y ejecucion de
un bioensayo con artrépodos de interés agricola. También se brindaron varios
ejemplos de crias de artrépodos y de bioensayos para ilustrar algunos méto-
dos que se han utilizado con una variedad de especies de interés. Se espera
que esta informacion estimule v facilite el uso de invernaderos bajo conceptos
de buenas practicas, que incluyan el uso adecuado de la infraestructura, para
obtener resultados validos por medio del disefio de experimentos adecuados.
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