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RESUMEN

La mosca blanca (B. argentifolii) es una plaga de distribucién mundial, ya que
ataca alrededor de 500 especies de plantas cultivadas, esto se debe a su alta tasa
reproductora y a la resistencia que ha desarrollado sobre los insecticidas. Contra esta
plaga agricola se ha reportado P. fumosoroseus y al igual que otros hongos
entomopatogenos sus esporas son aplicadas (forma infectiva) como si fuera un
insecticida de contacto, y peneftran en el insecto huésped a través de la cuticula,
cavidad bucal o espiraculos. Mientras que la produccién de este hongo se basa en
técnicas de fermentacion difasica, por lo cual pretendemos producir conidias en medios
liquidos, ya que la produccién de blastosporas y conidias provoca una disminucion en
la viabilidad y la actividad de las formulaciones. Por lo cual en el presente trabajo se
planteé el siguiente objetivo: evaluar diversas fuentes de carbono y de nitrégenc en
diferentes medios de cultivo liquidos para la produccién de P. fumosoroseus. Para 10
cual se utilizé una cepa de P. fumosoroseus clave Pf-612 preservada en glicerol al 10%
a -80°C. Para la produccion de las blastosporas se utilizaron 12 diferentes medios de
cultivo liquidos disefiados con 2 fuentes de carbono: melaza y glucosa comercial; y 2
fuentes de nitrogeno: harina de saya y solulys® en tres concentraciones (6, 8 y 10%).
Los experimentos fueron realizados a nivel de matraz: para la produccion de
blastosporas se agregé 10% v/v de inéculo (1 x 10° esp/ml) a cada uno de los medios
disefiades y al control {medio utilizado por Jackson, et al., 1997), se mantuvieron en
agitacion rotatoria por 72 h a 300 rpm y 28°C. Durante el proceso se determiné:
cuenta de esporas/ml| (hemacitometro) y peso seco en g/l (diferencia de peso). Al final
del praceso los cultivos fueron secados con tierra de diatomeas (5% wiv) vy
posteriormente se midio la viabilidad (porciento de germinacién). Los resultados fueron
sometidos a un analisis de varianza para los diferentes medios de cultivo y
parametros; y una prueba de tukey. Con los resultados obtenidos se concluye lo
siguiente: Para las cuentas de esporas el medio elaborado con glucosa comercial +
solulys® al 10% (1.85 x 10° esp/mi) present6é la mayor concentracién (« = 0.01). El
medio de cultivo que contiene glucosca comercial y solulys® 6% presentaron la mayor
produccién de peso seco (48.0 g/l) con un o = 0.01. Para la viabilidad de las esporas
después del secado, se incrementd significativamente (« = 0.01) el porciento de
geminacion cuando los medios contenian glucasa comercial y harina de soya 8%
(95%).



INTRODUCCION

La emadicacion y control de insectos de importancia agricola se puede llevar a cabo
mediante agentes quimicos y bioldgicos. Como es bien conocido, los métodos quimicos
causan profundas perturbaciones ambientales y afectan por consecuencia la vida del hombre.
Mientras que el contol biologico se basa en el uso de microorganismos o sus productos para el
mismo proposito. Esta ultima estrategia ha resultado de gran interés en los ultimos afios para
los paises desarrollados, donde la agricultura intensiva y el uso indiscriminado y masivo de los
insecticidas quimicos ha impactado severamente el fragil balance de los sistemas ecolégicos.
Hoy en dia existen en el mercado mundial insecticidas biolégicos a base de hongos, bacterias
y virus. No obstante de las aproximadamente 700 especies de hongos que han mostrado
actividad contra diferentes insectos, muy pocos son utilizados comercialmente come agentes
de control. La necesidad de desarrollar alternativas a los pesticidas convencionales, se hace
cada vez mas aparente, especialmente en el combate contra la mosca blanca (Bemisia tabaci),
una de las plagas de amplia distribucion en el mundo y de suma importancia por atacar mas de
500 especies de plantas cultivadas, su alta tasa reproductora y desarrcllo de resistencia a los
insecticidas. Los hongos reportados contra esta plaga son Paecilomyces fumosoroseus y
Beauveria bassiana los cuales se estan desarrollando como agentes microbianos y
Unicamente el primero es causante de epizcotias.

En la actualidad, la produccién masiva de P. fumosoroseus generalmente se basa en
técnicas de fermentacion difasica; que combina las ventajas tanto del medio sélido y liquido, y
permite crecer al hongo hasta el final de la fase log para una produccion maxima de biomasa
micelial en fermentadores y posteriormente ser transferide a sustratos nutritivos o inertes para
la producciéon de conidias aéreas en la formula de inoculo natural. Para el desarrolio de un
medio de cultivo se debe tener en cuenta la accesibilidad de los componentes, asi como el
aspecto econémico, ya que esto repercute en la comercializacion del producto, llegando a ser
un factor limitante en su aceptaciéon y uso. Un medio de cultivo debe contener basicamente
una fuente de carbono y nitrégeno, sales inorgénicas y factores ambientales controlados en el
proceso de desarrollo de los hongos como son la temperatura, el pH y la aireacién. En la
actualidad se busca producir conidias en medios liquidos, ya que estos hongos producen
blastosporas y conidias, lo que disminuye |a viabilidad y actividad en las formulaciones.

Debido a la problematica actual con el desarrollo de formulaciones de P. fumosoroseus,
en términos de estabilidad en almacenaje, viabilidad y tolerancia a la desecacién de sus
blastosparas, en este trabajo se traté de incrementar su capacidad de sobrevivencia, al utilizar
como estrategia diferentes medios de cultivo liquido a base de diversas fuentes de carbono y
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nitrégeno, disefiados a partir de fuentes de bajo costo comercialmente accesibles. Por lo tanto
nos planteamos la siguiente hipotesis y objetivos.

HIPOTESIS

Suponemos que los medios de cultivo formulados pueden mejorar la eficiencia de la
produccion de blastosporas de P. fumosoroseus en sistemas liquidos, en relacion a su
concentracion, peso seco, asi como mayor sobrevivencia de los extractos obtenidos.

OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un medio de cultivo liquido para mejorar substancialmente la productividad
de esporas de P. fumosoroseus a nivel de laboratorio.

Objetivos especificos

1. Disefiar diversos medios de cultivo liquidos a base de diferentes fuentes de carbono
y de nitrégeno, asi como determinar la concentracién de blastosporas y el peso seco al
finalizar el proceso de produccion.

2. Realizar pruebas de viabilidad para observar la sobrevivencia de los extractos
recuperados mediante secado por aire.

3. Seleccionar el medio de cultivo cuya compaosicion permita mejorar los parametros
mencionados anteriormente (cuenta de esporas, peso seco Yy viabilidad).



ANTEDECENTES

Control biolagico.

Definicion. El concepto de control bioldgico ha sido definido por algunos
investigadores. Paul De Bach (1964) nos dice que es la accion de mantener a otra poblacion
de organismos a una densidad mas baja en promedio, ya sea por parasitos, predadores o
patégenas. En 1971, Falcon incluye el uso de microorganismos como agentes de control que
suceden naturalmente, agentes introducidos y aplicacion de microorganismos y/o sus
productos como insecticidas microbianos. Finalmente, en 1987 el termino se define
nuevamente como el uso de organismos naturales o modificados genéticamente, genes o sus
productos para reducir los efectos de organismos plaga ( Gabriel and Cook, 1990).

Importancia. Desde hace mas 1700 afios el control biolégico de insectos de
importancia agricola se realiza en €l lejano Oriente, mientras que en Europa y Estados
Unidos de Norteamérica se practica 100 afios atras (Frost and Sullivan, 1990). Los
bicinsecticidas en particular ocupan el 5% del mercado total de insecticidas quimicos, el cual
se estima es de 7,800 millones de délares. En 1993 las ventas de productos bictecnologicos
para uso agricola en Estados Unidos ascendieron a 108 millones de ddlares, de estos los
bicinsecticidas representaron un 94% (Tiiton, 1993; Lorence, 1996).

El empleo de microorganismos como insecticidas biologicos (bacterias, hongos y virus)
ha tomado fal relevancia que en la actualidad, en diferentes paises ya se emplean productos
comerciales elaborados a base de estos. Se conocen mas de 100,000 especies de
microorganismos con potencial microbiano hacia poblaciones de insectos plaga en diferentes
sectores: agrico’a, forestal, de ornamentales y ‘de salud. Dentro de estas especies se
encuentran diferentes tipos de microorganismos (tabla 1), que incluyen 750 de hongos, 700 de
virus, 300 de protozoarios y aproximadamente 100 de bacterias (lgnoffo e Hink, 1971;
Rodriguez et al,, 1991).

Hongos entomopatégenos.

importancia. Los hongos parasitos de insectos estan ampliamente distribuidos en la
naturaleza y son un factor que puede |imitar la poblacién de una especie de insectos. La
epizootia es atribuida a la humedad ambiental y a una excesiva poblacién de insectos.
(Castillo, 1987). Dentro de los hongos entomopatogenos (750), hasta el momento se han
registrado para uso comercial los siguientes géneros: Beauveria, Metarrhizium, Entomocela,



4

Verticitlium y Hirsutella, siendo el primero el mas estudiado. Los factores que han impulsado
su desarrollo son la seguridad que ofrecen al hombre, el aumento desmedido de la
contaminacion de los suelos, agua o medio ambiente en general y |la importancia que ha
adquirido el concepto de "manejo integrado de plagas" (Valenzuela, 1987). Los hongos en
diferentes etapas de desarollo biotecnoldgico, se muestran en la tabla 2. Los hongos
entomopatogenos atacan un amplio rango de insecto comparado con otres microorganismos;
asi podemos encantrar desde mosquitos (diptera), afidos (homoptera), chinches (hemiptera),
etc.( tabla 3) (Valenzuela, 1987; Deacon, 1984; Feng et al., 1994).

Caracteristicas _morfolégicas y de crecimiento. Los hongos entomopatégenos se
encuentran clasificados dentro de la subdivisién Deuteromycotina {(es decir hongos imperfectos
que raramente producen estado sexual). Los géneros que se encuentran en este grupo se
distinguen por estructuras llamadas conidiéforos, las cuales producen las esporas, ademas
de que diferencian las especies de hongos tomando en cuenta el tamafio y la forma. Los
hongos no son tan exigentes, respecto a requerimientos nutricionales ya que pueden crecer
con facilidad en medios comunes, tales como agar papa dextrosa, agar extracto de malta o

agar saboraud dextrosa. En cultivos liquidos producen blastosporas (células semejantes a
levaduras), mientras que en cuitivos sélidos crecen como hifas elongadas. Su temperatura de
crecimiento optima se encuentra entre 20 a 25°C, pero no se desamollan si es de 37°C. La
humedad es un factor que favorece la produccion de esporas asexuales en un cultivo (Deacon,
1984).

Mecanismo de accion. Ha sido estudiado con mayor detalle en B. bassiana y
Metarhizium anisopliae. Este proceso de manera general consta de las siguientes etapas:

1). Adherencia de la espora fungal a la cuticula del insecto. Este proceso de
adherencia de las esporas de los deuteromycetos a la cuticula del hospedero no es especifico

2). Germinacion de la espora y diferenciacién. Para que la germinacién de la espora
sea exitosa depende en gran medida de la accesibilidad que estas tengan a los nutrientes que
se encuentren en ese ambiente.

3). Penetracion en la cuticula del insecto huésped por el tubo germinal. La invasion de
la cuticula esta precedida por la formacién de una estructura llamada "apresorio”. Para facilitar
su penetracion el hongo produce algunas enzimas que degradan la capa externa de la cuticula
(epicuticula). Para degradar las capas siguientes el hongo produce diversas proteasas; la mas
activa de ellas es una proteina basica de 28.6 KDa llamada PR-1. La accién de PR-1 sobre las
proteinas que componen las capas intemas de la cuticula libera pequefios fragmentos
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(péptidos) de aproximadamente 5 aminoacidos de longitud. Para que éstos aminoacidos
puedan ser utilizados coma nutrientes por el hongo se necesita la accién de otro tipo de
proteasas, principalmente aminopeptidasas y carboxipeptidasas (Lorence, 1996).

4). Desarrollo del hongo en el hemocele y los tejidos. Una vez que los hongos han
alcanzado la hemolinfa de los insectos éstos producen enzimas del tipo glicosidasa. Estas
enzimas les permiten capturar nutrientes que son propicios de ese ambiente. Se propone que
los hongos también producen otro tipo de proteinas que pueden actuar como toxinas y que
ayudan a estos organismos para infectar a su hospedero (Chamley, 1994; Lorence, 1996;
Valenzuela, 1987).

Procesos de produccién. A partir de la segunda mitad de los anos 80, la tecnologia
mas usada para la producciéon de hongos entomopatogenos a escala industrial es la
fermentacion en el estado sélido. Cabe hacer notar que en este tipo de proceso el control de
las variables que determinan la calidad del producio como el pH, la temperatura y la aireacién

es muy complejo debido a que los fendmenos de transferencia de nutrientes y de calor son
mucho mas complicados que los que se presentan en los procesos de fermentacion en cultivo
sumergido (Lorence, 1996; Garza, et ai., 1994).

En la figura 1 se muestran las etapas principales del proceso tipico de produccion de
las esporas proviznientes de hongos entomopatégenos que recomienda la SAGAR de México.
Los sustratos mas empleados para el crecimiento masivo de este tipo de organismos son los
granos agricolas o residuos de ellos; de éstos el arroz es el mas usado ya que conserva las
propiedades de viabilidad (parcentaje de germinacién) y patogenicidad (actividad téxica) de los
hongos. La produccion generalmente se lleva a cabo en boisas de plastico o "matrices”. Para
eliminar los riesgos de contaminacion, generaimente se agregan antibidticos al sustrato; los
antibidticos mas utilizados son la tetraciclina y el cloranfenicol. Es necesario también esterilizar
el material lo que comunmente se hace con vapor. Para inocular cada bolsa lo mas comun es
usar las esporas que se cosechan del crecimiento del hongo en cuestion en un tubo de agar.
El cuarto de incubacién debe tener un fotoperiodo de 14 horas y una temperatura de 27 + 2°C.
El tiempo requerido para obtener la maxima produccién de esporas varia para cada especie
pero en general es de 15 a 20 dias. La cosecha se lleva a cabo agregando tierra de diatomeas
a las bolsas de cultivo con la finalidad de que las esporas se adhieran a dicho matenal. Las
esporas se consaervan en refrigeracion donde permanecen viables hasta por 15 dias (Garza, et
al., 1994).

Productas comerciales. Recientemente la compariia Mycotech ha desarrollado y
patentado un proceso basado en fermentacion sélida para producir la cepa GHA del hongo 8.
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bassiana a gran escala con la finalidad de producir "Mycotrol-WP" como agente para combatir
a la mosca blanca. En la tabla 4 se describen los productos comerciales para el control
biclogico de plagas basados en hongos entomopatégenos. Se pueden diferenciar de acuerdo
a su actividad en tres tipos de productos.

a). Insecticida: son todos aquellos que contienen como ingrediente activo de la
formulacién, cepas de las especies de B. bassiana, M. anisopliae y P. fumosoroseus.

b). Nematicida: Arthrobolrys irregularis.

¢). Herbicida: Colletotrichum gloesporioides, Phytopthora palmivora, Alternaria cassiae
y Endothia parasitica.

Compaiias lideres en el mercado. En Estados Unidos las compariias lideres son
EcoScience y Fermona; ambas comercializan productos basados en B. bassiana para el
control de una plaga, la mosca blanca ( B. fabaci ). Recientemente entré a este mercado un
nuevo competidor, Troy Bio-Sciences, el cual ofrece un producto para el control de insectos
plaga de plantas omamentales basados en este mismo agente "Naturalis-O". Esta misma

empresa esta desarrollando un nuevo producto para el control de aracnidos que es una plaga
de omamentales "Naturalis-L".

En Europa la compaiiia francesa Calliope es lider en la comercializacion de productos
tipo B. bassiana, los cuales estan dirigidos fundamentalmente al control de plagas del maiz.

En Méxice la compafiia Agrobiolagicas del noroeste, S. A. de C. V. (Agrobionsa,
Culiacan, Sinaloa) estd comercializando tres productos cuyo ingrediente activo son hongos.
Estos productos son: "Bea-Sin" con B. bassiana para el control del picudo del algodén
(Anthonumus grandis thurbenae), el picudo del chile y la mosca blanca; "Meta-Sin" formulado
con M. anisopliae para el control de los picudos del algodon y chile, la mosca pinta
(Aeneolamia postica ) y el barrenador de la cafia { Diafrea saccharalis ) y "Pae-Sin" que
contiene P. fumoscroseus para el control de huevecillos, ninfas y adultos de la mosca blanca.

Brasil, China y Cuba son paises donde este tipo de agentes son muy usados para el
control de plagas y la produccién es local, en China 400,000 hectareas de maiz son tratadas

con B. bassiana para el control del barrenador europeo ( Ostrinia nubifalis ). En Brasil 600,000
hectareas sembradas con cafia de azlcar se tratan con M. anisopliae para el control de la

Mahanarva posticata.
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Otros paises de América Latina donde se proeducen y usan comercialmente los hongos
entomopatégenos son Colombia, Costa Rica y Venezuela (Jones, 1994; Lorence, 1996).

Perspectivas. Se considera que el futuro comercial de los hongos como agente de
control biologico es muy promisorio ya que solo se conoce la actividad de muy pocas especies.
Una gran cantidad esta disponible para la investigacion y desarrcllo de nuevos productos a
través de importantes colecciones que se localizan en los siguientes lugares: ATCC, el NRRL
del Departamento de Agricultura ( USDA ) y la Universidad de Gainesville en Estados Unidos,
la Academia de Ciencias de la Republica Checa, el Instituto Nacional de Investigacion
Agronomica (Institute Nationale def Recherche Agronomique o INRA) de Francia y el
Centralbureau voor Schimmelcultures en Baarn, Alemania (Lorence, 1996; Riba ef al,, 1994).

Caracteristicas generales de P. fumosoroseus

Distribucion. P. fumosoroseus, (Deuteromicotina: Hyphomycetes) es un hongo
potencialmente Gtil para el biocontrol de plagas de importancia economica en la Agricultura, tal
como la mosca blanca (B. tabaci ). Por otra parte P. fumosoroseus es una especie
ampliamente distribuida geograficamente que puede infectar diferentes 6rdenes de insectos en
todas las etapas de su desarrollo, ademas de que frecuentemente es aislada de muestras de
suelo (Samson, 1974; Tigano-Milani et al, 1963). Recientemente, en diferentes partes del
mundo como Estados Unidos y subcontinente de la India, P. fumosoroseus ha estado atacando
a B. tabaci y esto a provocado verdaderas epizootias (Lacey, et al., 1993).

Morfologia. P. fumosoroseus se identifica por la formacion de hifas hialinas,
amarillentas, septadas y la mayoria de paredes suaves. Las estructuras conidibgenas en su
mayaria consisten de ramales de conidioforos verticales o irregulares, (sinetosas o
mononematosas) presentando en la parte terminal cada una de las ramas acumulos de
células de conididgenas. Este tipos de células son fialidicas y consisten de una parte basal
cilindrica o hinchada, que rapidamente termina en un cuello largo muy distintivo (Samson,
1974).

Modo de accién. P. fumosoroseus causa la mortalidad entre 24 y 48 horas a todos los
estadios de la mosca blanca. Se ha demostrado mediante estudios de microscopia electrénica
de transmision y de barrido que la conidia ataca el dorso del insecto, los tubos germinativos
penetran y en 24 horas las hifas se forman en el hemocele. Finalmente el micelioc emerge del

cuerpo en 48 horas y esporula a las 72 horas (Osbome, et al., 1890).



Rango de hospedergs. P. fumosoroseus se ha descrito como un patégeno natural
investigado para el control bioldgico de 41 especies de plagas de 8 ordenes de insectos.
Dentro de los usos que se le han dado a este hongo para control estan las siguientes:
mariposa del fruto del durazno (Carposina sasakii Matsumura), termitas, escarabajo colorado
de la papa (Leptinotarsa decemiineata Say), maripasa gypsy (Lymantria dispar L y Gallenia
mailonella L) (Samson, 1974).

Produccion de blastosporas y desarrollo de medios de cultivo.

Para el cesarrollo de un medio de cultivo se debe tener en cuenta su sencillez, asi
como el aspecto econdmico, ya que esto repercute en la comercializacion del producto,
llegando a ser un factor limitante en su aceptacién y uso. La seleccidon de ingredientes que
constituiran el medio de cultivo dependera del proceso de fermentacion. Un medio de cultivo
debe contener basicamente una fuente de carbono, una fuente de nitrageno, sales inorganicas
y factores controladas en el proceso de desarrollo de los hongos como son la temperatura, pH
y aireacion. También se deben de tomar en cuenta dos aspectos esenciales: las condiciones
optimas para el desarrollo del hongo no necesariamente seran las mismas que para la
esporulacion y el equilibrio optimo de las condiciones fisicas de desarrollo y componentes del
medio estan propensas al cambio. Los componentes esenciales de un medio de cultivo se
describen en la tabla 5 (Valenzuela, 1987).

Tenemos que en 1966, Samsinakova, determind el crecimiento y la produccién de
blastosporas de B. bassiana, en cultivos sumergidos con la siguiente composicion: 2.5 % de
dlucosa, 2.5 % de almidén, 2.0 % de liquido de remojo de maiz, 0.5 % de Na Cly 0.2 % de
CaCQO;, aun pH de 4.5. El rendimiento obtenide al medir la produccion de materia seca fue de
68.7 mg/ml y la concentracion de esporas de 643 x 10 ? /ml después de las 72 h
(Samsinakova, 1966).

Agudelo en 1983, menciona que la produccidon de cuerpos hifales con Paecilomyces
farinosus en cultivos liquidos agitados son infectivos y {0picos a larvas de Spodoptera exigua,
incrementandose mas a pH de 5.5. P. farinosus infectd, eliminé y produjo micelio en la
superficie de larvas de 1* instar de S. exigua en combinaciones de humedad (70 %) y
temperatura (15°C) relativas. El nimero de cuerpos hifales depositados en la superfice de las
hojas de los cultivos tratados, causé una mortalidad del 70 % al S0 % de las larvas ensayadas
(Agudelo and Falcon, 1983).
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En el mismo ano, Campbell, trabajé con B. bassiana y M. anisopliae, cultivados en
matraces con medios sintéticos liquidos, conteniendo una de las 22 fuentes de carbohidratos
individuales, a respuesta de crecimiento y esporulacion determinada. Encontré que B.
bassiana crece mejor en D-melizitose, mientras que la esporulacion €s mejor en sacarosa,
trealosa y glucosa. Respecto a M. anisopliae en la manosa crece mejor y esporula mejor con
el inositol y el glicerol. También se observd que B. bassiana tiene un crecimiento minimo en
rammaosa, y para ambos hongos una minima esporulacion con sorbosa (Campbell ef af., 1983).

Con respecto a la produccion de P. fumosoroseus en medios complejos de cultivo
sumergido, tenemos que Inch ef al., 1986 demostraron que el contenido de glicogeno fue mas
alto en las blastosporas producidas en cultivos limitados por nitrdgeno que las limitadas por
carbono, y sugieren que el contenido de glicogeno puede influenciar en la longevidad de las
esporas almacenadas (Inch et al., 1986).

Humphreys, 1990 trabaja con P. farinosus y B. bassfana, en medios limitados por
glucosa y amonio, en cultivos batch y feed batch. En el crecimientc de cultivo batch en
medios complejos © minimos, ambos hongos produjeron blastosporas en la fase exponencial y
desaceleracion de crecimiento, mientras que B. bassiana solamente formé esporas durante la
fase estacionaria. Respecto al cultivo "feed batch" limitado por glucosa y amonic (medic
complejo y minimo para glucosa, y minimo para amonio), la concentracion de blastoporas para
P. farinosus fue inversamente relacionada con la tasa de dilucién. Sin embargo, comparado
con el crecimiento en cultivo "batch" en medios complejos, solamente en el cultive "feed batch"
limitado por glucosa (medio minimo) de P. faninosus hubo una alta produccion de biastosporas,
mientras que un crecimiento desbalanceado ocurrié en cultivo batch limitado por amonio de
ambos hongos (Humphreys et al., 1990).

Por ofra parte en 1991, Lane et al, realizaron experimentos en cultivos sumergidos de
B. bassiana utilizando el medio de Vogel modificado, ya que las condiciones de crecimiento
pueden ser manipuladas para incrementar la longevidad de las blastosporas. Ellos
demostraron que las blastosporas cosechadas de la fase estacionaria de cultivos limitados de
nitrégeno contenian mas reservas endégenas (carbohidratos, incluyendo glicégeno y lipidos)
que los limitados por fuente de carbono y el tipo de blastosporas formadas conservaba su
viabilidad (capacidad de formar tubo germinativo en medio de agar) durante su almacenaje a
25°C (Lane et al., 1991).

En el mismo afo Lane et al., determinaron la Concentracion Letal Media (LCso) ¥ el
Tiempo Letai Medio (LTso) contra adultos de Nephofeftix virescens con las conidias vy
blastosporas de B. bassiana producidas en cultivos limitados de carbono y de nitrégeno. En
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este experimento encontraron que no habia diferencia significativa entre las LCs de las
blastosporas producidas en ambos medios de cultivo, mientras que con las conidias fueron
menos virulentos. Por otra parte los valores de la LTs de las conidias y las blastosporas de
los cultivos limitados por nitrégeno, fueron significativamente mas bajos que los valores
producidos en cultivos limitados por carbono. Durante el almacenaje a 25° hubo un incremento
en [as LTs de las conidias y blastosporas, relacionandolo con la viabilidad de las esporas
(Lane ef al., 1991).

Jackson et al, 1997, trabajaron distintos medios de cultivo con diferentes
concentraciones de carbono y relaciones de carbono:nitrogeno, para producir blastosporas de
P. fumosoroseus tolerantes a la desecacion. Todos los medios probados soportaron la
esporulacién en cultivos sumergidos, incrementaron la concentracion de blastosporas (5.8 x
10® esporas/ml) cuando se produjeron en medios conteniendo 80 g de glucosa y 13.2 g de
casaminoacidos, y un alto porciento (79%) de las blastosporas que sobreviven al secado por
aire. El medio que contenia 20 g de glucosa y concentraciones de casaminoacidos de 13.2 a
40 g, presentd un incremento en la produccion de blastosporas tolerantes a desecacion. Las
blastosporas de P. fumosoroseus secadas por aire tienen una LDs de 60 y 113
blastosporas/mm= para B. argentifolli en dos bicensayos separados con relaciones (LDs, B.
bassiana y LDsy P. fumosoroseus) de 3.9 y 3.8 respectivamente. Los resultados obtenidos
demuestran gque altas concentraciones de blastosporas de P. fumosoroseu$s se pueden
producir rapidamente en cultivos liquidos, mantener su viabilidad después del secado e infectar
y matar a la mesquita blanca.

Recientemente Garcia, G. ef al, cultivaron conidias y esporas de B. bassiana
provenientes de un aislamiento de la coleccidn de cepas de hongos entomopatogenos del
Centrol Nacional de Referencia de Control Biologico en medio liquido con la siguiente
composicion (NH4). SO. g g/l como fuente de nitrégeno, melaza como fuente de carbono 12
mi1 y (KH, POs) 2.5 g/l como fuente de potasio. Con este medic de culiivo utilizada ellos
lograron obtener 2.476 g de biomasa/l de medioc y 2.256 x 107 esporas/ml (Garcia, G. ef al.,
1997).

Importancia del insecto blanco B. tabaci

De los insectos plaga que actualmente causan mayores perdidas a la agricultura,
principalmente a los cultivos basicos y de hortalizas en nuestro pais se encuentran diferentes
especies de las comunmente llamadas "moscas blancas" y las mas perjudiciales son B. fabaci
y Traleurodes vaporariorum. B. tabaci es una plaga polifaga de distribucién amplia adaptada
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a climas tropicales y templados del mundo. Es muy importante ya que ataca mas de 500
especies de cultivos agricolas importantes, principaimente hortalizas, oleaginosas,
omamentales y frutales, esto debido a su alta tasa reproductora y al desarrollo que a
presentado a los insecticidas. Son importantes porque transmiten enfermedades virales
(principalmente geminivirus), tales como: masaico dorado del frijol, chino del tomate, virus
dorado de la papa, enchinamiento de la calabaza, enchinamiento de la sandia, virus de la hoja
enrollada del algodén, virus atigrado del chile, virus dorado del chile y virus dorado de la
lechuga.

Los dafios ocasionados por B. fabaci se presentan al succionar la savia del floema de
las plantas, provocando la muerte cuando las densidades poblacionales son muy altas.
Aschersonia aleyradis, Verticillium lecanii y P. furnosoroseus son hongos reportados contra la
mosca blanca bajo condiciones de invernadero.  Mientras que comercialmente P.
fumosoroseus y B. bassiana se estan desarrollando para el control de B. argentifolii (Landa et
al., 1994; Osborne and Landa, 1992; Smith, 1993).



12

MATERIAL Y METODOS

1. Obtencion y mantenimiento de [as cepas.

La cepa Ltilizada fue proporcienada por la Coleccion de cepas de P. fumosoroseus del
USDA-ARS, Peoria, lllinois, con clave Pfr-612. Para su conservacion se utilizaron viales

criogénicos (Corning®) con 1. 0 ml de glicerol al 10 % v/v y almacenadas en congelacion a
-80°C hasta ser utilizados ( Jackson, et al., 1997).

2. Medios de cultivo.

Se probaron 12 diferentes medios de cultivo elaborados a base de melaza y glucosa
comercial como fuente de carbono; solulys® y harina de soya como fuente de nitrogeno
ademas sales inorganicas (tabla 6). Mientras que el medio reportado por Jackson, et al., 1997
fue utilizado como control y su contenido es glucosa como fuente de carbono y
casaminoacidos como fuente de nitrégeno.

3. Experimentos realizados a nivel de laboratorio. Los experimentos fueron
realizados en dos ocasiones bajo las mismas condiciones para ver la reproducibilidad de ellos

y determinar problemas en el transcurso del experimento, ya que en este Departamento es la
primera vez que se trabaja con P. fumosoreseus.

3.1. Preparacion del inoculo. La cepa Pfr-612 se activd en placas de agar papa
dextrosa (PDA) a partir de los viales y se incubaron durante 15 a 21 dias a temperatura
ambiente. Después de la incubacién se adicionaron de 5 a 10 ml de agua destilada estéril
sobre la placa para remover las conidias y de esa suspension se pasaronde 1 a5 ml aun
frasco de dilucion conteniendo agua destilada estéril y a partir de este se contaron las conidias
en la camara neubauer en uno de los cuadrantes hasta obtener por |0 menos 50 conidias (5 x
10 ° conidias/ ml) ( Jackson et al., 1997).

3.2. Produccidn de blastosporas. Del indculo preparado con 5 x 10 * conidias/ ml
se tomaron 10 % V/V y se depositaron a un matraz Erlenmeyer bafleado de 250 ml de
capacidad, con 50 ml del medic de cultivo disefado. Se mantuvieron en agitacion rotatoria
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(New Brounswick Scientific) a 300 rpm. a una temperatura de 28°C durante 72 horas. Cada
tratamiento se hizo con tres repeticiones mas un control (medio reportado por Jackson et al.,
1997). Al terminar el proceso (72 h) se determind la concentracién de blastosporas y la
cantidad de peso seco.

3.2.1. Determinacion de cuenta de blastosporas.

Se tomaron 1.0 ml de los medios de cultivo inoculados y adicionaron a 9.0 ml de agua
destilada estéril contenida en un tubc de ensaye (dilucién 1:10); posteriormente se efectuaron
diluciones de 1:100 y 1:1000. De la ditima dilucion se depositd una gota al hemocitometro
neubauer y se procedié a contar las blastosporas en los cuatro cuadrantes de la cdmara. Los
resultados obtenidos para las cuentas se expresaron en esporas/ ml.

3.2.2. Peso seco.

Al final del proceso se tomaron 1.0 ml de cada medio de cultivo inoculado. El peso
seco se determiné al hacer la filtracion con una bomba de vacio a los cultivos a través de
membranas con filtros de microfibra de vidrio (24 mm de diametro) y se adicioné 1.0 ml de
agua destilada. El filtrado recuperado se dejé a 100°C durante 24 horas, para posteriormente
medir el peso. El peso seco se expresé en g/ml, y se utilizé el calculo siguiente:

Peso de la muestra = Peso muestra filtrada - Peso papel filtro

gramos/ml = Peso de la muestra
ml de muestra (medio de cultivo)

4. Recuperacion de las blastosporas. Se realizo mediante secado por aire la
extraccion de las blastosporas, de acuerdo a lo siguiente: los cultivos aobtenidos con Pfr-612 en
los diferentes medios disefiados se pasaron 2 veces a través de una malla, para eliminar el
micelio. Después, del sobrenadante se tomaron 50 mi y se le adicionaron 2.5 g de tierra de
diatomeas, posteriormente se realizaron filtraciones a través de una bomba de vacio utilizando
papel filtro whatinan No.1. El extracto recuperado se pasé a una caja petri y se dejo secar
durante toda la noche. Al extracto obtenido se le determind el porciento de germinacién
(viabilidad).
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4.1. Viabilidad. Se realizo de acuerdo a la germinacién de las esporas, a partir del
extracto recuperado se tomo una peguena muestra y se adicioné a 50 ml de caldo de extracto

de papa. Este cultivo se mantuvo en agitacion rotatoria (New Brounswick Scientific) durante 6
horas a 300 rpm. Al finalizar el tiempo de incubacion se realizaron frescos directos de los
cultivos y se procedio a contar 100 esporas, (tanto germinadas como no germinadas), y asi
determinar la proporcidén de esporas viables. El criterio para tomar en cuenta una espora
germinada es cuando se forma un tubo gemminativo, tan largo como la mitad del diametro de la
espora. La viabilidad de las blastosporas se expresa en porciento de germinacian.

5. Analisis estadistico de los resultados obtenidos. Al finalizar todos los
experimentos se realizo lo siguiente:

5.1. Un analisis de varianza de los parametros (concentracién de esporas, peso seco y
viabilidad) con tres repeticiones:

- De las dos repeticiones.
Medir la reproducibilidad de los datos en dos diferentes experimentos.

- De los componentes de las medios de cultivo.
Tomando en cuenta solamente la fuente de carbono + fuente de nitrogeno.

- De los medios de cultivo disefiados.
Determinar el mejor medio de cultivo en base a fuente de carbone (glucosa
comercial o melaza al 20%) y de nitrégeno (solulys® o harina de soya al 6, 8 6
10%).

5.2. Prueba de tukey:

- Para seleccionar el mejor componente de los medios de cultivo.

- Para determinar la mejor combinacion de la fuente de carbono y de nitrégeno
en base a la produccion de esporas, peso seco y porciento de germinacion.
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6. Ensayos de toxicidad, contra la mosca blanca (B. argentifolii). Se realizaron 4
ensayos de toxicidad en el USDA-ARS, Weslaco, Texas en diferente tiempo, a tres
preparaciones de blastosporas de P. fumosoroseus (Pfr-612) obtenidas por diferente forma de
separacion en el USDA-ARS, Peoria, lllinois: esporas frescas, es decir en el medio de
produccidn; esporas liofilizadas en lactosa 10% mas suero bovino 1% y las secadas por aire,
con tierra de diatomeas al 5% (w/v), como acarreador. Se usaron conidias en solucion tween
80 al 0.01% (v/v) como estandar, con el procedimiento que se describe a continuacion:

6.1. Dosis. Se prepararon dosis para cada una de las preparaciones de blastosporas
de P. fumosoroseus (Pir-612). Se usaron conidias en solucion tween 80 al 0.01% (v/v) como
estandar y dos controles (uno con solucion tween 80 al 0.01% tween y otro de tierra de
diatomeas con el medio de produccion filtrado). Se usaron 4 repeticiones por dosis por
preparacion contra ninfas de 3* instar de B. argentifolii en hojas de melén. Se asperjé 1ml de
cada tratamiento, uiilizando una Potter Spray Tower.

6.1.1. Primer ensayo. Se prepararon 3 dosis: 1000 (alta), 200 (media) y 40 (baja)
esporas/mm? para cada una de las tres preparaciones de blastosporas de P. fumosoroseus
(Pfr-612) mencionadas anteriormente, el estandar y dos controles (uno con solucién tween 80

al 0.01% y otro de tierra de diatomeas con el medio de produccion filtrado). Para este
experimento se usaron 4 repeticiones por dosis por preparacion contra ninfas de 3* instar de
B. argentifolii en hojas de melén. Se asperjé 1ml de cada tratamiento, utilizando una Potter
Spray Tower. Se evaluaron como se describe en el punto 6.2.

6.1.2. Segundo ensayo. Se prepararon 5 dosis: 1000 (alta), 500 (media alta), 250
(media), 125 (media baja) y 62 (baja) esporas/mm?, para cada una de las tres preparaciones
de blastosporas de P. fumosoroseus (Pfr-612) y el estandar. Para este experimento se usaron

3 repeticiones por dosis por preparacidn contra ninfas de 3* instar de B. argentifolii en hojas
de melén. Se asperjo 1ml de cada tratamiento, utilizando una Potter Spray Tower. Se
evaluaron como se describe en el punto 6.2.

6.1.3. Tercer ensayo. Se prepararon 3 dosis: 1000 (alta), 200 (media) y 40 (baja)
esporas/mm?, para cada una de las tres preparaciones de blastosporas de P. fumosoroseus
(Pfr-612) y el estandar. Para este experimento se usaron 4 repeticiones por dosis por
preparacién contra ninfas de 3 instar de B. argentifolii en hojas de melon. Se asperjd 1mi de
cada tratamiento, utilizando una Potter Spray Tower. Se evaluaron como se describe en el
punto 6.2.
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6.1.4. Cuarto ensayo. Se prepararon 6 dosis: 1000 (alta), 750 (media alta), 500
(media), 250 (media baja), 125 (baja) y 25 (baja baja) esporas/mm?, para cada una de las tres
preparaciones de blastosporas de P. fumosoroseus (Pfr-612) y el estandar. Para este
experimento se usaron 2 repeticiones por dosis por preparacion contra ninfas de 3* instar de
B. argentifolii en hojas de melon. Se asperjé 1ml de cada tratamiento, utilizando una Potter
Spray Tower. Se evaluaron como se describe en el punto 6.2.

6.2. Evaluacion

6.2.1. Bloques de agar: Se colocaren dos bloques de agar agar de 1.3 mm x 1.3 mm
en cada lado de la vena media de la hoja por repeticion al momento de asperjar, excluyendo al
control. El uso de estos bloques fue para evaliar el nimero de esporas/mm? .

6.2.2. Viabilidad: Se aspérjaron placas de agar dextrosa saboraud de la dosis de 200
esporas/mm? por tratamiento. Después de incubar las conidias a 25°C durante 16 h y las
blastosporas a 6 h, se contaron 100 esporas para determinar la viabilidad de las esporas,
siguiendo el mismo criterio de tomar en cuenta una espora germinada cuando se forma un
tubo germinativo, tan largo como la mitad del diametro de la espora. La viabilidad de las
blastosporas se expresa en porciento de germinacion.

6.2.3. Marcaje. Después de 24 h de incubacién a 25°C y 100% de humedad, se
marcaron aproximadamente 40 ninfas de 3™ instar de B. argentifolii en cada hoja, un dia
después de aspersion.

6.2.4. Mortalidad. Al cuarto dia de la aspersién checar la mortalidad de las ninfas que
fueron marcadas en cada hoja. Repetir las lecturas cada 24 h hasta llegar al dia ocho después
de la aspersion.

6.2.5. Analisis de los resultados. Bajo un andlisis probit determinar la LDs, para cada
tratamiento y determinar el porciento de mortalidad para cada dosis por tratamiento.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. Produccion de esporas.

Se disefiaron 12 diferentes medios de cultivoe elaborados a base de melaza y glucosa
comercial como fuente de carbono; solulys® y harina de soya como fuente de nitrégeno
ademas sales incrganicas (tabla 6). Mientras que el medio reportado por Jackson, et al., 1997
fue utilizado como control. En la tabla 7 podemos observar el primer experimento realizado
para la determinacion de la concentracion de esporas/ml de P. fumosoroseus en los diferentes
medios de cultivo disefiados y vemos que los medios que contienen glucosa comercial como
fuente de carbono y solulys® como fuente de nitrdgeno presentan las mas altas
concentraciones en pramedio (1.60 x 10° esp/ml), sin embargo los que presentan las cuentas
mas bajas {6.60 x 10® esp/ml) son los que contienen la melaza como fuente de carbono, esto
es debido a que la glucosa comercial contiene una mayor proporcion de carbohidratos (90%),
mientras que la melaza contiene solo un 50%. Por otra parte vemos que los resultados fueron
buenos al compararlos con el control (Jackson, et al., 1997) por tal motivo los experimentos se
realizaron por segunda ocasién. Y vemos que los resultados fueron similares como se observa
en las tablas 8 y .

2. Peso seco.

Con respecto al peso seco reportado en gramos/litro podemos observar el primer
experimento realizado en la tabla 10, con P. fumosoroseus en los diferentes medios de cuitivo
disefiados y vemios resultados similares al parametro anterior con los medios que contienen
glucosa comercial como fuente de carbono y solulys® como fuente de nitrdgeno, en los cuales
se presenta la mayor cantidad en peso seco (38.1 g/l), sin embargo los que presentan los
pesos mas bajos (18.1 g/l) son los gque contienen la melaza como fuente de carbono. Por ofra
parte observamos que los resultados fueron buenos al compararlos con el control (Jackson, et
al., 1897) por tal motivo los experimentos se realizaron por segunda ocasion. Y tenemos que
los resultados fueron similares como se observa en las tablas 11 y 12. También podemos
mencionar que durante la estancia en el USDA - Peoria se realizaron experimentos con
diferentes fuentes de nitrogeno y los resultados obtenidos fueron similares al del solulys® (28.2
g/l).
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3. Viabilidad.

Para tomar en cuenta una espora germinada se debe considerar cuando se forma un
tubo germinativo, tan largo como la mitad del didmetro de la espora. La viabilidad de las
blastosporas se expresa en porciento de germinacién. Con respecto a este parametro
reportado podemos observar el primer experimento en la tabla 3 y vemos que el medio
elaborado con glucosa comercial como fuente de carbono y harina de soya como fuente de
nitrégeno presentan mayor viabilidad (95 % de germinacién) mientras que los menos viables
fueron los que contienen melaza y solulys® (82% de germinacién). Al compararlos con el
control (Jackson, et al, 1997) observamos que los resultados fueron buenos (93% de
germinacion) por tal motivo los experimentos se realizaron por segunda ocasién. Y tenemos
que los resultados fueron similares como se observa en las tablas 14 y 15. En un trabajo
reportado por Jackson, et al., 1997, el obtuvo un 79 % de germinacién para P. fumosoroseus al
probar diferentes concentraciones de fuente de carbono y de nitrégenc.

4. Analisis estadistico. Para la realizacion del Analisis de varianza los valores de
esparas /ml se transformaron a numeros logaritmos y €l porciento de germinacién a arco seno,
esto con la finalidad de normalizar las variables. Los datos transformados y los de peso seco
se sometieron a programa estadistico SPSS.

a. ANOVA de los parametros, concentracion de esporas/ml, peso seco y viabilidad para
medir la reproducibilidad de los datos en dos diferentes experimentos. Podemos observar en
la tabla 16 que no existe diferencia significativa para la concentraciéon de esporas/ml y para el
peso seco, mientras que para el % de germinacién existe una alta diferencia significatica con a
=0.01. Esto indica que no hubo problemas con respecto a la metodologia para reproducir los
resultados de esporas y peso seca; sin embargo cuando se repitid el experimento, la
capacidad de germinacion de las esporas fue alterada.

b. ANOVA de los componente de los medios de cultivo. Observamos en la tabla 17 que
existe una alta diferencia significativa con a = 0.01 para la cuenta de esporas/m|, para el peso
seco y para la segunda repeticion del % de germinacion. Mientras que para la primera
repeticién del % de germinacion no hay diferencia significativa. Esto significa que existe una
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diferencia entre los medios de cultivo. Respecto a la comparacién de medias utilizando una
prueba de tukey se encontré que las cuentas de esporas (figura 2) presentan mayor
concentracién en los medios que contienen glucosa comercial + soiulys®. También se
encontraron resultados similares para el peso seco (figura 3) en el medio con la composicién
mencionada anteriormente. Sin embargo para el porciento de germinacién los resultados
(figura 4) fueron mejores en los medios que contienen glucaosa comercial y harina de soya.

c. ANOVA de los medios de cultivo disefiados. Para determinar la mejor combinacion
de la fuente de carbono y de nitrégeno (diferentes concentraciones) en base a la produccién
de esporas, peso seco y porciento de germinacién. Podemos observar en la tabla 18 que
existe una diferencia altamente significativa para la concentracién de esporas/ml, para el peso

seco y para el % de germinacién con o = 0.01. Esto significa que los 12 medios de cultivo
disefados son diferentes.

5. Aplicacién de la técnica de ensayos de toxicidad.

Se realizaron 4 ensayos de toxicidad contra la mosca blanca (B. argentifolii) en el
USDA- ARS, Weslaco, Texas; a nivel de laboratorio a tres preparaciones de blastosporas de P.
fumosoroseus (tabla 18) obtenidas por diferentes formas de separacion en el USDA-ARS,
Peoria, lllinois: esporas frescas es decir en el medio de produccion; esporas liofilizadas en
lactosa 10% mas suero bovino y las secadas por aire, con tierra de diatomeas al 5% (w/v)
como acarreador. Se usaron conidias de P. fumosoroseus en solucion tween 80 al 0.01%
(v/v) como estandar, producto formulado por Mycotech con una concentracién de 7.4 x 10"
esp/g y una viabilidad del 97%.

Con respecto a la LDso, cbservamos en la grafica 5 que en general en el tercer y cuarto
bicensayo hubo un comportamiento muy similar con todos los tratamientos probados. Sin
embargo en el cuarto bioensayo las condiciones fueron 6 dosis con 2 repeticiones, esto abarca
un mayor rango de dosis, pero pocas repeticiones; se sugiere incrementar el nimero de
repeticiones para disminuir la variabilidad y posteriormente evaluar la toxicidad con otros
tratamientos en ofros bicensayos bajo esas condiciones. También observamos que las
blastosporas obtenidas mediante secado por aire presentan una mayor toxicidad (11 esp/mm?),
a pesar de que los bioensayos fueron efectuados bajo diferentes condiciones (dosis y
repeticiones) y en diferentes fechas (marzo, mayo, junio y octubre). Aunque cabe hacer
mencién gue |la preparacion de las diluciones influye sobre la aspersion bajo la Potter Spray
Tower.
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Podemos observar en la tabla 20 que las blastosporas frescas mantienen un mayor
porcentaje de mortalidad en el tercero y cuarto bioensayo, los cuales se efectuaron en los
meses de junio y octubre, respectivamente. Sin embargo las esporas que fueron tratadas con
tierra de diatomeas en segundo lugar. Por otra parte observamos que en el primero y segundo
bioensayo el estandar causé mayor mortalidad que en el resto de los tratamientos; esto puede
atribuirse a que fueron los primeros ensayos y se desconocia la técnica.
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CONCLUSIONES

|. De los componentes de los medios de cultivo.

1. En general los medios de cultivo que incluian glucosa comercial y solulys®
presentaron el mayor nimero de esporas/mi de P. fumosoroseus.

2. Para el peso seco los medios elaborados son glucosa comercial y solulys?
presentaron las mayores cantidades en gramos por litro.

3. Mientras que para la sobrevivencia los medios elaborados a base de glucosa
comercial y harina de soya mostraron un mayor porcentaje de germinacion.
ll. De los medios de cultivo disefiados.

1. Para las cuentas de esporas el medio que contiene glucosa comercial y solulys®? al
10% fue el mejor (o = 0.01).

2. El medlio de cultivo que contiene glucosca comercial y solulys® 6% presentaron la
mayor produccion de peso seco (a = 0.01).

3. El porciento de germinacién de esporas se incrementé significativamente (o = 0.01)
cuando los medios contenian glucosa comercial y harina de soya 8%.
. Ii1. De la técnica de bioensayos.
1. Las esporas secadas por aire presentaron el mayor nimero de esporas/ml.

2. Sin embargo la recuperacion de esporas con tierra de diatomeas dificulta el conteo
de estas.

3. Respecto al tipo de tratamiento los que mantuvieron mejor toxicidad en base a L.Ds
fueron los obtenidos mediante secado por aire con tierra de diatomeas.
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RECOMENDACIONES

1. Efectuar bioensayos de actividad toxica a los mejores extractos obtenidos con

P. fumosoroseus contra B. argentifolii.

2. Realizar una produccion de esporas con el medio elaborado a base de
glucosa comercial y solulys®, para probar los extractos con los insectos que se
encuentran en la cria de nuestro laboratorio (Spodoptera exigua, S. frugiperda y
Trichoplusia ni)

3. Determinar pruebas de viabilidad nuevamente a los extractos recuperados,
para determinar su sobrevivencia a diferentes intervalos y condiciones de
almacenamiento,

4. Aislar cepas nativas de P. fumosoroseus y determinarles la concentracion de
esporas, peso seco y viabilidad, asi como toxicidad.

5. Realizar experimentos con glucosa comercial 20% y solulys®, disminuyendo
las concentraciones de la fuente de nitrégeno a 5, 4, 3 y 2%.

6. Realizar otros experimentos con la mejor concentracion que se obtenga del
punto anterior variando la concentracion de la fuente de carbono.
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Tabla 1. Insecticidas microbianos disponibles en el mercado mundial.

Grupo Organismo Producto Pais
Virus Virus de la Poliedrosis Virin-Ensh, Virin-ABB, Vinin-EKS, URSS
Nuclear Virn-Diprion, Virin-HS, Virin-GYAP
Vinn-LS, Virin-KHS, Vinn-0S
Elcar, Gypcheck, TM-Buocontrol EU
Manestrin, Hifantrin Bulgaria
Monisarmio-Virua Finlandia
Virox Inglaterra
VPN 80, VPN 82 Guatemala
Virus de la Paliedrosis VPC Japén
Citoplasmica
Bacterias Bacillus popillae Doom, Japademic, Milky Spore EU
B. sphaericus ABG-6185 EU
B. thuringiensis Agree Mexico
Dipel, Javelin, Biotrol, Foil, M-1, EU
Bactimos, Teknar, Vectobac, Larvo-Bt,
Thuricide
Bactospeine Bélgica
Bathurin, Moskitur Checoslovaquia
BIP, Enterobacterin-3, Thuringin, URSS
Bitoksibacilliin, Exotoksin, Gomelin,
Inseckiin, Lepidocin, Bactokulicid,
Dendrobacillin
Bacillan, Thuridan Polonia
Thurindhhgin, Turintoks Rumania
Biobit Dinamarca
Bactutal Yugoslavia
Hongos Bauveria bassiana Biotrol FBB, ABG-6178 EU
Boverin URSS
Boverol, Boverosil Checoslovaquia
Hirsutella thompsoni Mycar EU
Metharhizium anisopliae Biotrol-FMA EUV
Mataquino Brasil
Metarrhizin URSS
Verticillium lecarii Vertelpac, Mycotol Inglaterra
Verticillin URSS
Verticon Checoslovaquia
Nematodos S. feltiae Seek, Spear, Neocide, Crop Patrol, Pest EU

patrol

T———
Adaptada de Rodriguez et af,,1991.



Tabla 2. Hongos en desarrollo biotecnolégico como micoinsecticida.

Patégeno Insecto blanco Pais Estado de
desarrolio*

Aschersonia spp. Escamas y mosquita blanca URSS 3
Beauvernia bassiana Bamrenador europeo del maiz  URSS 5
USA 2
R. P. China 5
Conidiobuius obscurus Afidos (pulgones) Francia 3
Gran Bretana 2
USA 2
Culicinomyces clavosporus  Mosquitos Australia 2
Entomophaga grylli Saltamontes USA 1
Hirsutella thompsonif Acaro de los citricos USA 4
Lagenidium giganteum Mosquitos USA 2
Metarrhizium anisopliae Salivaza Brasil 5
Mosquitos Usa 2
Girillo del campo Australia 1
Escarabajo rinoceronte Pacifico sur 2
Nomuraea rileyi Gusano peludo USA 2
Verticillium lecanii Afidos en invemadero Gran Bretaria 5
Zoophthora radicans Gusano de la yema del abeto  USA 1

28

* 1. Evaluacién de laboratorio. 2. Produvccion limitada para pruebas a pequefia escala. 3. Produccion en planta piloto
para pruebas a mayor escala. 4. Permiso para uso expenmental. 5. Registro para su comercializacion. Adaptada
de Valenzuela, 1987. Avances reportados hasta 1982.



Tabla 3. Insectos susceptibles de control con hongos

entomopatogenos.
Genero de hongos  Estado  Insectos susceptibles
infectivo
Coelomomyces Zoosporas Mosquitos
Lagenidium Zoosporas Mosquitos
Leptolegnia Zoosporas Mosquitos
Conidiobutus Conidia  Afidos
Entomophaga Conidia  Chapulines y gusanos
Zoophthora Conidia  Afidos, gusanos y escarabajos
Beauvenia Conidia  Escarabajos, gusanos y pulgas saltonas
Culicinomyces Conidia  Mosquitos
Hirsutelfa Conidia  Acaros y saltamontes
Metarrhizium Conidia ~ Pulgas saltonas, mosquitos, escarabajos y
chinches apestosas
Paecilomyces Conidia  Defoliadores y gusanos
Tolypociadium Conidia  Mosquitos
Verticillium Conidia  Afidos, mosquitas blancas, trips y escamas
Nomuraea Conidia  Gusanos defoliadores
Entomocela Conidia

Adaptada de Valenzuela, L. E. 1987 y Donald, W.R,
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Tabla 4. Productos comerciales basados en hongos.
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HONGO PRODUCTO ORGANISMO BLANCO CULTIVO EMPRESA

INSECTICIDAS

Y NEMATICIDAS

Beauveria bassiana Beasin Anthonomus grandis Varios Agrobionsa (México)
Betel Haplochelius rmarginalis Maiz Calliope (Francia)
Boverin N.D. Maiz Glavmikrobioprum {Rusia)
Mycotrol Mosca blanca, afidos y trips Varios Mycotech Corp. (E.UA.)
Naturalis-O Diversos Omamentales Troy Bio Sciences (E.UA)
Ostrinil Ostrinia nubilalis Maiz Calliope (Francia)
N.D. Mosca blanca Varics Fermona (E.U.A))

Metarhizium anisopliae Bio-Path Blattella germanica Granos almacenades  EcoScience Corp. (E.U.A)
Meta-Sin Aeneolamia postica Varios Agrobionsa (México}
Metaquino Mahanarva posticata Cana de aziicar IAA-Codepac (Brasil)

Paccilomyces fumosoroseus  Pae-Sin Mosca blanca Varios Agrobionsa (México)

Arthrobotrys iregufans - S350 Nematodos Florales Somyal (Francia)

HERBICIDAS

Alternaria cassiae Cassl Cassia Oblusifolia Soya y algodén Mycogen Cosp. (E.U.A)

Colfetotrichum gloesponioides ~ Collego Aeschynomene virginica Soya Ecogen (EU.A)

Endothia parasitica E.P.Bioprox Endothia parasitica Castafia INRA (Francia)

hipovirulenta

Phytophtora palmivare Devine Morenia odorala Citricos Abbot Labs. {(E.UA)

Tomada de Lorence, 1996.
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Tabla 5. Ingredientes del medio de cultivo para la produccion de
insecticidas microbianos

Substancias inorganicas  Fuentes de carbono Fuentes de nitrégeno

H.S04 Glucosa Harina de soya

Na OH Jarabe de maiz Alimento de soya

Na,CO; Almidén de maiz Alimento de semilla de
algodon

CaCO; - Alimento de maiz Maiz macerado

K:HPO, Dextrina Gluten de maiz

NHs OH Sacarosa Levadura de cerveza

(NH4 )s PO4 Lactosa Levadura primaria

(NH4 )2 SO4 Suero Levadura hidrolizada

MqSOs.7 H:O Aceite de soya Peptona de soya

Fe 8O, .7 H0 Aceite de manteca de cerde Lactalbumina

Zn SO,

NH; NO;

Na NOs

Adaptada de Valenzuela, 1987
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Tabla 6. Contenido de los diferentes medios de cultivo para la
produccion de blastosporas.

Medios de cultivo
Componente 1 2 3 4 5 68 7 8B 9 10 11 12 C

Medio basal* 25 mi

Fuente de carbono (ml)

Glucosa comercial 20% 20 20 20 - - - 2020 20 - - - -
Melaza 20% - - 2020 20 - - - 20 20 20 -
Glucosa 20% A |

Fuente de nitrégeno (g)

Solulys ® 8% 5 - =15 - - = - e
Solulys ® 10% Sis -1- ¥Q - 1S |1-B :
Solutys * 6% - 12 - 12 - - - - - -
Harina de soya 8% - - - - - 15 - - 18 < - -
Harina de soya 10% - - - - - - - 18 - - 19 - -
Harina de soya 6% - s - e - - - =12 - - 12 -
Casaminoacidos LR AT B RIRT TN FEO AQ- 13

In6eulo (5 x 10° esp/mi) 5ml

C: control { media reportado por Jackson, et al,, 1997) Esp/ml: Esporas po mililitro.
*KHyPO: 4.0g; MgSO4. 7H;Q064g; CaCk.2H,0 0.8 g;FeS0,. 7HQ 0.1 g;: CoCk 20 ml; Mn SO, 20 mly ZnSO4. 7 H0 20 mi en
940 mide H.O dest
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