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B. bassiana es un hongo entomopatógeno, que crece saprofí t icamente en el 

suelo y puede atacar un rango amplio de insectos. Nuevos métodos de 

producción de biopesticidas son requeridos por ser más baratos y rápidos. 

Ha sido reportado que las fuentes de carbono y nitrógeno pueden dar 

estabil idad a las esporas durante el secado. Cultivos de 100 mi de B. 

bassiana GHA fueron crecidos en cuatro medios l íquidos diferentes: M i 

(glucosa, casamino ácidos), TI (glucosa, casamino ácidos), T2 (glucosa, 

l íquido remojo de maíz) y T3 (glucosa, peptona) en matraces baf leados de 

250 mi, a 300 RPM y 25 °C, en dos fases de tres días. Uti l izamos como 

soportes t ierra de diatomeas y caolín, y las esporas se secaron a 26 + 1 °C. 

La viabil idad de las esporas fue determinada mediante estudios después de 

10, 12, 14 horas de incubación. Los formulados con esporas de B. bassiana 

fueron almacenados a 4 °C y 26 °C por 6 meses, las pruebas de estabil idad 

durante almacenamiento fueron evaluadas con bioensayos con larvas de 3er 

estadio de Plutella xylostella. El medio con mejor producción fue T2 (7.2 x 

109 (esporas/ral) . El medio T2 produjo esporas con el porcentaje más alto de 

tolerancia a la desecación en tierra de diatomeas (90%) y en caolin (96%) y 

presento la mejor estabilidad durante el almacenaje a 4 °C y 26 °C después 

de 6 meses. Las esporas producidas en el medio T2 poseen también la 

virulencia más alta con larvas de 3er estadio de P. xylostella con 90% de 

micosis para formulados en tierra de diatomeas, 100% de mortalidad para 

formulados en caolín y 100% de mortalidad para f i l t rados de esporas. 



B. bassiana is an entomopathogenic fungus, that grows on soil 

saprophytically in soil and attacks a wide range of insects. New methods 

for production of biopesticides is required that are less expensive and 

faster . It has been reported that source of carbon and nitrogen can provide 

stabil i l i ty to spores during storage. One hundred ml cultures of B. bassiana 

strain GHA were grown four differents liquid media: Ml (glucose, 

casaminoacids) , T1 (glucose, casaminoacids), T2 (glucose, corn steep 

liquor), and T3 ( glucose, peptone) in 250 ml baff les f lask, at 300 RPM and 

25°C, in two stages of three days. We used diatomeaceas earth and kaolin 

clay (Surround ®) as support, and dried the spores at 26 + 1 °C. Spore 

viabili ty was assessed by studies af ter 10, 12, and 14 hours incubation. 

Formulates of B. bassiana spores were stored for 6 months at 4 °C and 26 

°C, and storage stability was evaluated with bioassays against three instar 

larvae of Plutella xylostella. The best production media was T2 (7.2 x 109 

spores/ml). The T2 medium produced spores with the higher dessication 

tolerance percent in diatomeaceas earth (90%) and in Surround ® (96%) and 

had the best storage stability in diatomeaceas earth at 4 °C and 26 °C after 

6 months. B. bassiana spores produced in the T2 medium also had the best 

virulence against 3 rd instar larvae of P. xylostella with 90% mycosis for 

diatomeaceas earth formulates, 100% mortality for surround formulates and 

100% mortali ty for spores f i l trates. 



Son muchas las pérdidas económicas debido a un gran número de insectos 

plagas que dañan miles de cosechas, anualmente. Para los años 50 ' s el 

control de las plagas se realizaba con químicos por su rápida acción y su 

efect ividad. Sin embargo sus beneficios eran solo enfocados en la 

el iminación rápida de la plaga en las cosechas sin considerar el ambiente, 

la salud humana, y la economía. Lo que ha causado daños irreparables al 

paso de los años. 

En los úl t imos años ha sido de gran importancia para la comunidad 

cient í f ica , buscar formas de preservar el ambiente y evitar el desbalance 

ecológico al introducir sustancias nocivas. Por este motivo se exploro 

desde hace algunas décadas la incorporación de microorganismos como 

bacterias, hongos, nemátodos y virus como bioinsecticidas (Valenzuela, 

1987). 

Muchos de estos t ienen especif icidad por su hospedero, lo que hace que 

algunos no presenten actividad alguna contra ciertos insectos plagas. De 

ahí la importancia en la búsqueda de nuevos microorganismos y nuevos 

métodos de producción de bioinsecticidas para contrarrestar plagas que 

muestran resis tencia a ciertos bioinsecticidas. 



Además de los beneficios que traería para los pequeños agricultores el 

uso de bioinsect icidas en cuanto a salud, estos son de aplicación sencil la, 

y menos costosos. Sin mencionar los beneficios en el ambiente, ya que 

se están ut i l izando microorganismos endémicos que normalmente se 

encuentran como saprofi tos del suelo. 

En Europa y Asia, la incorporación de bioinsectidas en manejo intregado 

de plagas ha tomado un rol muy importante, sería de mucha importancia 

poder lograr la incorporación de estos en los países sub desarrollados 

específ icamente en los trópicos por la enorme biodiversidad de 

microorganismos, aún no descubiertos que pueden estar en peligro de 

ext inción con la uti l ización de químicos altamente nocivos. 



Los daños que causan al ambiente y al hombre los pesticidas químicos, 

han dado lugar a la ut i l ización de pesticidas más seguros como los 

bioinsect icidas. La inestabil idad de los bioinsectidas, así como la actual 

resis tencia de algunos insectos plagas a los pesticidas basándose en 

microorganismos como el caso de Plutella xylostella con resis tencia a 

Bacillus thuringiensis, hace de interés la búsqueda de nuevos 

microorganismos para el control de este tipo de plagas, y para otros 

insectos blancos para los cuáles los insecticidas actuales no t ienen 

actividad. 

La mayoría de los bioinsecticidas a base de hongos entomopatógenos, son 

fáci lmente inactivados bajo las condiciones ambientales como 

temperatura y exposición a rayos UV. Es de gran interés el poder 

desarrollar un mico insecticida más económico y sobre todo más estable 

ante condiciones ambientales y que el mismo pueda tener actividad 

contra blancos específ icos. 



Hasta el momento la producción de los mico insecticidas ha sido en sustrato 

sólido y su único producto son conidias áreas, este método es muy 

complejo, costoso, y lento. El poder uti l izar el cultivo líquido como un 

método de producción más rápido para la producción de blastoesporas y 

conidias sumergidas es de mucho interés, ya que las blastoesporas pueden 

germinar en menos t iempo y se ha descrito que son más infect ivas que las 

conidias. 

Se ha determinado que ingredientes como fuentes de C y N uti l izados en la 

producción, y la forma de secado del ingrediente activo (esporas) van a 

influir mucho en el comportamiento del mismo ante condiciones 

ambientales . 

La originalidad de este t rabajo radica en el poder producir ingrediente 

activo en cultivo sumergido con diferentes fuentes de C y N para la 

producción de reserva endógena, y realizar un secado menos agresivo. Y 

determinar si el manejo de estas condiciones permite que las esporas sean 

tolerantes ante las condiciones ambientales y también puedan tener 

actividad contra blancos específ icos. 



Es posible producir esporas de B. bassiana en diferentes fuentes de C y N, 

resistentes a condiciones ambientales con actividad contra lepidópteros. 

OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL: 

• Probar diferentes medios de cultivos l íquidos uti l izando diferentes 

fuentes de C y N para la producción de blastoesporas y conidias de B. 

bassiana. 

OBJETIVOS PARTICULARES: 

• Diseño de 3 medios de cultivo variando la fuente de N para producir 

esporas de B. bassiana y compararlos con el medio de Jackson en 

cuanto rendimiento y estabilidad de las esporas. 

• Probar 2 soportes de f i l tración (tierra de diatomeas y caolín) y 

determinar la viabilidad de las esporas. 

• Probar 2 temperaturas de almacenamiento de los formulados y 

determinar como influyen en la estabilidad del mismo. 

• Determinar la proporción de conidias y blastoesporas obtenidas en los 

diferentes medios de cultivo diseñados. 



Bioinsecticidas 

La pr imera observación sobre enfermedades en insectos data desde 1527, 

reportada por Marcus Hieronymus Vid, y así se han reportado un sin 

número de parasi tosis en insectos. Los insecticidas químicos han sido 

uti l izados para el control de insectos en granos desde al menos 35 años, 

para protegerlos durante su almacenamiento. Recientemente ha 

emergido el desconcierto por el uso de insecticidas químicos debido a los 

costos, a ios daños que ocasionan en el ambiente, y efectos adversos en 

el hombre entre ellos la esteril idad y cáncer. 

Se han registrado también la resistencia de algunos insectos como 

Rhyzopertha dominica a c lorpirofos-meti l , Sitophilus oryzae, y 

Tribolium casíaneum a la resmetrina y bioresmetrina; así como también 

la resis tencia a los insecticidas biológicos con Bacillus thuringiensis 

(Rice et al, 1999). 

Una al ternat iva para evitar el uso de insecticidas sintéticos para el 

control de insectos, es el empleo reciente de microorganismos como: 

Bacillus thruriengensis el cuál recientemente ha mostrado el problema de 

resistencia por algunos insectos como Plutella xylosíella, y uso de los 

hongos entomopatógenos: Beauveria brongniartii (Aregger, 1991) 

Beauveria bassiana ( Jeffs et. al., 1997; Poprawski et. al. , 1999; Wraight 



et. al., 1999), Paecilomyces fumosoroseus (Jackson et. al., 1997, Smith, 

1993) Metarhizium anisopliae y Verticillium lecanii (Landa et. al., 1994). 

El uso del control microbial en el combate de plagas insécti les se enfoca 

pr incipalmente en evitar la contaminación ambiental, eliminar del uso de 

productos químicos para la disminución de tóxicos y la resistencia en las 

plagas, f ina lmente proteger a la fauna insectil benéfica (Valenzuela, 

1987). 

Los microorganismos que han sido introducidos en los ambientes en los 

últ imos 15 años han sido muy exitosos, por ser una forma de biocontrol 

segura para Jos humanos y estable para el ambiente (Bidochka, 2001), 

Hasta el momento en la elaboración de bioinsecticidas se ha destacado el 

uso de Bacillus thuringiensis, Baculovirus, hongos entomopatógenos 

como: Paecilomyces fumosoroseous, Beauveria bassiana, Metarhizium 

anisopliae. 

Desafor tunamente el 2% del mercado global de pesticidas, corresponde a 

los bioinsect icidas, y el mayor porcentaje corresponde a los 

bioinsect icidas químicos (Bidochka, 2001). 

Según Feng et. al. (1994) se han considerado mucho factores para la 

producción de un buen bioinsecticida entre ellos: 

• La cepa debe ser capaz de producirse en grandes cantidades. 



• Crecimiento rápido 

• Virulenta . 

• Se debe buscar un medio de óptimo de crecimiento que no sea costoso. 

• Los productos deben ser aplicados a plagas con dist intos aspectos 

biológicos. 

• los productos formulados deben resist ir el a lmacenamiento a 

temperatura ambiente. 

• No deben perder su viabilidad e infectividad. 

Hongos entomopatógenos 

Se ha est imado que existen 1.5 millones especies de hongos en el mundo 

de los cuales solo el 5% ha sido descrito (Hawksworth, 1991) , y solo 

1000 comprenden hongos entomopatógenos (Humber & Tigano, 2002). De 

los 700 hongos entomopatógenos reportados solamente 12 han sido 

seleccionados para el proceso de desarrollo contra insectos dañinos: 

Curculidae, Aphidae, Delphacidae, Cicadéll idae, Cercópidae, 

Aleyrodidae, Cocoidea, Thysanóptera, Coleóptera, Lepidóptera 

(Valenzuela, 1987). 

Entre los hongos entomopatógenos que se han ut i l izados en las úl t imas 

décadas están: Paecilomyces farinosus, Paecilomyces fumosoroseus, 

Beauveria bassiana, Metarizhium anisopliae, Verticillum lecanii, 

Entomophaga maimaiga. El mecanismo de acción de los hongos 



entomopatógenos comprende 10 etapas importantes: f i jación de la unidad 

infect iva (esporas) a la cutículas del insecto, germinación de la unidad 

infect iva, penetración en el huésped, desarrollo del hongo en el hemocele 

(blastoesporas) , producción de toxinas (Esto no ocurre en todos los 

hongos entomopatógenos) , defunción del huésped, desarrollo extensivo 

en los órganos del huésped (hifas) , penetración de hifas en la cutícula, 

avance hacia el exterior del insecto, producción de unidades infect ivas, y 

dispersión de las unidades infect ivas Ver Fig. 1 (Feng, 1994). 

Lo que hace muy seguro el uso de hongos entomopatógenos es su unión 

directa con la f is iología y ecología del hospedero. El rango f is iológico 

del hospedero puede ser definido bajo condiciones de laboratorio las 

cuáles favorece al entomopatógeno. Los hongos con un rango estrecho de 

hospederos son muy seguros para su uso en campo (Roy & Peli, 2002). 

La formulación de un mico insecticida tiene en mente dos objet ivos: La 

fácil penetración al blanco dentro de sus hábitats, la permanencia y 

persistencia en el medio ambiente después de la aplicación (Feng, 1994). 

La conidia va a germinar únicamente si hay alta humedad en el ambiente. 

La infección de algunos entomopatógenos como B. bassiana va a 

depender de la actividad enzimàtica para la degradación de proteínas, 

l ípidos, y quitina. 
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Fig. 1 Ciclo de infección de hongos entomopatógenos . 

Beauveria bassiana 

Beauveria bassiana (Bals.) Vui l lemin es un hongo Deuteromycete que se 

encuentra dentro del grupo de los Moni léaceos , ha sido descr i to como 

saprof i to del suelo (Bidochka, 1998), endóf i to de plantas de maíz y en 

Carpinus caroliniana (Maccheroni , 2002) y también como patógeno de 

insectos. 

Microscópicamente el arreglo de las esporas de B. bassiana se denomina 

s impudolosporas o esporas en zig-zag. Macroscópicamente presenta un 



micelio blanco, pulvurulento y es de crecimiento rápido (Ver Fig. 2). Su 

crecimiento óptimo se da a temperatura de 25°C (Hallsworth, 1999). 

Este hongo puede producir tres tipos de esporas dependiendo de su forma 

de producción: conidias aéreas (cultivo sólido), conidias sumergidas y 

blastoesporas (cultivo líquido), las cuales varían en su interacción 

hidrofóbica , viabi l idad, virulencia y tamaño (Hegedus et al., 1992). 

Algunos estudios de germinación entre los diferentes tipos de esporas 

producidas por B. bassiana han determinado que las blastoesporas 

germinan a las 12 horas, las conidias sumergidas a las 16 horas, y 

conidias aéreas a las 24 horas (Thomas et. al., 1987). 

B. bassiana requiere condiciones estériles para su crecimiento, pues 

crece lentamente en cultivos contaminados por bacterias u hongos, y los 

contaminantes pueden desarrollarse rápidamente sobrepasando el 

crecimiento de B. bassiana (Samsináková, 1966). 

Se ha reportado que B. bassiana posee la habilidad de controlar los 

insectos en zonas templadas, tropicales(Feng, 1994). Se cree que este es 

el anamorfo del ascomycete Cordyceps (Humber & Tigano, 2002). 

Produce algunas enzimas como chitinasas (Leger et. al., 1993) y 

proteinazas (Urtz and Rice, 2000; Kim et. al., 1999) las cuáles le 

faci l i tan el proceso de penetración en el hospedero posee un amplio 



rango de hospederos y potencial como agente de biocontrol (Hegedus et. 

al. , 1992; Maurer et. al. , 1997; Knudsen, 1999). 

Fig.2 Colonia de B. bassiana en PDA. 

H o s p e d e r o s 

Muchos hongos poseen una extrema especi f ic idad por su hospedero , y no 

pueden infectar insectos que no son blancos , aunque se favorezca la 

infección. Es tudios de suscept ibi l idad han sido l levados a cabo bajo 

condic iones de laborator io , sin embargo al realizar las pruebas en campo los 

valores pueden fluctuar un poco debido a la humedad y el es t rés en las 

poblaciones de insectos . (Roy & Pell , 2002). Alredededor de 200 

especies de insectos , dentro de 9 ordenes han sido re lac ionados como 



hospederos de B. bassiana. Se ha podido aislar este hongo de casi todos 

los cadáveres de insectos (Maurer et al., 1997), y se ha reportado que 

parásita insectos plagas en el sector agrícola. 

Posee la capacidad de controlar una de las principales plagas del algodón 

Anthonomus granáis Ver Fig. 3 y el parásito del algodón de Estados 

Unidos, Centro y Sur América Gossypium hirsitum (Wright, 1992) . B. 

bassiana ha sido reportado también en el escarabajo colorado de la papa, 

Leptinotarsa decemlineata Ver Fig. 4. 

Este hongo se uti l iza para el control de los insectos de la hierba 

Melanoplus sanguinipes (Khachatourians, 1993) y Schistocerca 

americana (Sieglaff , 1997); Parasitando insectos plagas del arroz 

Lissorhoptrus oryzophilus, Oryza sativa (Urtz & Rice, 1997) y a Plutella 

xylostella la mosquita dorso de diamante (Vandenberg, 1998). 

Parásita también a la mosquita blanca de jardín Bemisia argentifolii Ver 

Fig. 5 y a la mosquita blanca de hortal izas Bemisia tabaci Ver Fig. 6 

(Landa,1994). B. bassiana es un hongo de amplio espectro que no sólo 

parásita plagas agrícolas, recientemente se ha observado que parási ta a 

insectos que pueden atacar las maderas de las casas, y parási tos de 

animales como Alphitobius diaperinus (Castrillo & Brooks, 1998). 



Fig. 3 Anthonomus grandis 

Fig. 5 Bemisia argentifolii Fig. 6 Bemisia tabaci 

También puede servir para el control de vec tores como Rhodnius 

prolixus vec tor del mal de Chagas en zonas t ropica les (Luz & Farguez , 

1999) y rec ien temente en el control de Triatoma infestans (Luz et. al . , 

1999). Es tos hongos juegan un papel s ign i f i ca t ivo en la regulac ión de la 

poblac ión de los insectos en la na tura leza y pueden po tenc ia lmen te ser 

exp lo tados con f ines comerc ia les en el control b io lóg ico (Bidochka & 

Fig. 4 Leptinotarsa decemlineata 



Kamp,2002). 

La seguridad de muchos agentes de control se encuentra directamente 

relacionada con el rango fisiológico y ecológico de su hospedero. El 

rango f is io lógico del hospedero puede ser determinado bajo condiciones 

de laboratorio y en muchos casos puede representar un escenario erróneo 

porque se favorece el crecimiento del hongo, muchos hongos que poseen 

un rango estrecho de hospederos bajo condiciones de laboratorio son 

seguros en condiciones de campo. El rango ecológico del hospedero 

representa los hospederos que actualmente son infectados en el campo y 

como es inf luenciado por el ambiente, y el comportamiento de los 

hospederos potenciales (Roy & Pell, 2002). 

Es muy importante considerar el rango fisiológico y ecológico del 

hospedero para observar interacciones potenciales entre enemigos 

naturales. El potencial de infección directa de los blancos o presas por 

hongos es solo una interacción, sin embargo el papel de los blancos en la 

t rasmisión y dispersión de hongos también es muy importante para su 

manipulación. 

Plutella xylostella (L). 

Plutella xylostella ha sido considerada como la plaga más importante de la 

cosechas de Brassica alrededor del mundo (Yeo et. al., 2001) . Es una 

plaga importante en las tierras bajas de los trópicos y sub trópicos. En 



zonas templadas la mosquita dorso de diamante no pude sobrevivir en 

invierno. 

El ciclo de vida comprende los huevecillos, 5 estadios larvales, pupa y 

adulto (Andrew, 1984): 

• Huevecil los: Son pequeños de menos de lmm de diámetro, de color 

amarillo. Suelen ser depositados en las hojas cerca de las venas y 

pueden estar en forma individual y en grupos. 

• La larvas pueden llegar hasta 8-12 mm de largo cuando están en el 

último estadio larval, su color puede variar en coloración de café claro 

en los primeros dos estadios a verde oscuro en los últ imos. Se 

encuentran normalmente en el envés de las hojas y entre las venas. Al 

sentirse en peligro se alejan rápidamente arrojando un hilo de seda. 

• La pupa puede medir de 10-12 mm, posee un color verde oscuro adentro 

y se encuentra envuelta en una red blanca de seda. Se puede encontrar 

en la hojas o en la parte baja de la planta. La red de seda se encuentra 

adherida a la superf icie de la hoja lo que la hace dif íci l de remover. 

• El adulto o poli l la: puede medir de 8-10mm, su color puede ir de gris a 

café. Se caracteriza por márgenes tr iangulares en el borde de las alas. El 



adulto posee una estructura con forma de 3 diamante en la parte 

posterior media. Muchos adultos prefieren estar sobre las hojas . Los 

adultos son muy activos y visibles, vuelan alrededor de las planta en 

busca de un lugar donde depositar los huevos, los machos son atraídos 

por feromonas producidas por las hembra. 

Es una plaga frecuente en repollo, brócoli, colif lor, mostaza y cruciferas. 

Su ciclo de vida puede completarse de 1-2 semanas, dependiendo de la 

temperatura. En los trópicos, su ciclo de vida es corto en las t ierras bajas , 

es una plaga muy importante de estación seca. 

Las larvas se al imentan de las hojas del repollo, prefer iblemente de la parte 

inferior y formando agujeros en las hojas. Pueden crecer en hojas jóvenes 

evitando su desarrollo. 

Este insecto es especialmente problemático porque poblaciones alrededor 

del mundo han desarrollado resistencia a muchos insecticidas comerciales, 

incluyendo algunos reguladores de crecimiento y toxinas en al menos dos 

subespecies de Bacillus thuringiensis producidos como insect icidas 

(Shelton & Wilsey, 1998). 

Muchos hongos son aislados de P. xylostella pero solo algunos han sido 

estudiados, recientemente se han descrito epizootias naturales en la 

población de P. xylostella asiática. Los hongos Zoophthhora radicans (Yeo 



et. al . ,2001), Beauveria bassiana y Paecilomyces fumosoroseus ( Ibrahim & 

Low, 1993) mos t ra ron una ef icacia potencial contra P. xylostella. 

F a c t o r e s q u e a f e c t a n la e s t a b i l i d a d 

Existen numerosos factores que pueden afectar la es tabi l idad de los 

hongos en tomopatógenos entre ellos tenemos los fac tores abiót icos como 

la tempera tura , rayos UV, humedad y textura del suelo, agroquímicos ; 

factores b ió t icos como: plantas , microorganismos y ar t rópodos del suelo 

(Keller , 1989; Noma, 2000). La temperatura es uno de los fac tores más 

re levantes en el proceso de esporulación y sobre vivencia de hongos 

en tomopatógenos . Para muchos hongos la tempera tura ópt ima osci la 



entre los 20-25°C, con un máximo de 35°C y un mínimo de 5-10°C. Estas 

diferencias de temperaturas se relacionan con el número de hospederos 

que pueden infectar y con la rapidez con que se desarrolla la enfermedad 

(Keller, 1989) 

Estudios real izados por Luz y colaboradores en 1999, para determinar el 

efecto de la temperatura sobre la esporulación de B. bassiana 

demostraron que la temperatura óptima para su esporulación es de 25°C, 

a temperaturas de 28-30°C la esporulación declina y a 35°C la 

esporulación se inhibe totalmente. La temperatura puede afectar también 

la estabil idad y la sobre vivencia de las conidias de hongos (Keller, 

1989) y el porcenta je de germinación (Morley-Davies, 1995). 

Otro factor que influye de manera notable es la exposición a la luz solar 

la cuál afecta a la sobre vivencia debido a una rápida desactivación de las 

conidias, disminuyendo la efectividad de las mismas bajo condiciones de 

campo. (Inglis et al., 1997 ; Roberts et. al., 2002). Se ha reportado que 

los rayos UV producen un mayor efecto en la viabil idad de las conidias 

que la temperatura. (Morley-Davies, 1995). 

La Humedad y textura del suelo son dos factores que se encuentran muy 

relacionados y poseen gran importancia debido: a la viabil idad y 

actividad; y la migración o movimiento de entomopatógenos e insectos. 

La lluvia juega un papel muy importante en el movimiento vertical de los 



hongos en tomopatógenos , ya que la alta humedad favorece ta v iabi l idad 

(Keller, 1989), también la excesiva precipi tac ión puede afec tar la 

ef icacia del pa tógeno, debido al lavado de las UFC cuando no se da una 

buena adhes ión de la conidia a la cutícula del substrato (Inglis et. al . , 

2000) . 

Algunos es tudios han revelado que el movimiento de las conidias de 

algunos hongos entre el los B. bassiana, d i f ie re y depende del t ipo de 

suelo. Ingl is y colaboradores (1998) reportaron que la e f icac ia de B. 

bassiana en t res c lases de suelos variaba notablemente sobre el e fec to en 

la ovo pos ic ión de Melanoplus sanguinipes, encont rando mayor 

suscept ib i l idad y ef icac ia en los suelos arci l losos, debido a que estos 

ret ienen el mayor porcenta je de humedad, lo cuál favorece la germinación 

de las esporas , y la preferenc ia de cier tos insectos a ovoposi ta r en suelos 

húmedos . 

En muchos b ioensayos se ha reportado que los porcen ta jes más al tos de 

morta l idad se dan cuando la humedad re la t iva osci la entre los 75-100% 

(Inglis et al. , 1997; De la Rosa et al., 2000; Fargues & Luz, 2000 ) . 

El uso de pes t ic idas químicos , herbic idas y fung ic idas muchas veces 

puede tener un efec to inhibidor en algunos hongos en tomopatógenos , en 

algunos es tud ios real izados in vitro se observo la capacidad de algunos 



insecticidas de inhibir el crecimiento de algunos hongos de los géneros 

Beauveria y Melolontha (Keller, 1989). 

Algunos hongos entomopatógenos se pueden inhibir al encontrarse en 

presencia de otros hongos y bacterias, como es el caso de Penicillium 

uríicae que puede inhibir a Beauveria bassiana. También se puede 

encontrar el efecto contrario de antibiosis contra algunos hongos del 

suelo como Phytophthora sp. y Pullularia sp y el protozoario Pythium. 

Una gran variedad de microorganismos se pueden encontrar de manera 

natural en la cutícula de los insectos lo que puede afectar el proceso de 

germinación de las conidias. Muchos artrópodos juegan un papel muy 

importante en el proceso de distribución de los hongos entomopatógenos 

en el suelo, sin infectarse sirviendo solo como acarreadores (Keller, 

1989). 

Finalmente algunas plantas pueden producir algunos exudados que pueden 

inhibir el crecimiento de algunos hongos. López y Olivares (1997) 

reportaron que la especie Quercus ilex produce fenoles que pueden inhibir 

el crecimiento de los hongos nematófagos y entomopatógenos: Verticillium 

suchlaporium, Beauveria bassiana, Paecilomyces farinosus, Hirsutella 

rhossiliensis, en más del doble de su crecimiento normal. Todos estos 

factores son de primordial consideración en el procesos de desestabil ización 

de nuestros formulados. 



Cultivo 

Dos factores nutr icionales esenciales para la actividad microbiana son: 

las fuentes de energía para el proceso metabòlico y para síntesis de 

materia celular y los productos. Entre los principales elementos 

requeridos como factores nutricionales tenemos : C, H, O, N, P, S, K que 

son combinados de varias maneras para formar el material celular, Ver 

Tabla 1. Los medios de cultivo son diseñados para proveer el 

crecimiento activo del microorganismos (Zabriskie et. al. , 1999). 

Los nutr ientes de una fermentación pueden ser clasif icados como fuentes 

de carbono, ni trógeno, componentes inorgánicos, y vi taminas de acuerdo 

con su función principal en el medio de cultivo. 

Se han explorado muchísimas fuentes de C para la producción de hongos 

entomopatógenos con el propósito de encontrar una adecuada formulación 

que permita la alta producción y la estabilidad del formulado. El objet ivo 

de formular un medio es el de proveer ingredientes ricos en algunos 

nutrientes y def icientes en otros, que permitan un balance apropiado. 

Para la producción de hongos entomopatógenos se han uti l izado numerosas 

fuentes de C: como glucosa (Bidochka et. al., 1987; Thomas et. al., 1987; 

Humphreys et. al., 1989), maltosa (Rombach, 1989) sacarosa (Rombach et. 

al., 1988; Samsináková, 1966), almidón de maíz (Pereira y Roberts , 1991), 

quitina (Hegedus et. al., 1990) trehalosa, sorbitol, manitol (Bidochka et. al., 



1990). El carbono representa el 50% de la biomasa producida en las 

fermentaciones por tal motivo es el nutriente de mayor concentración en un 

medio de cult ivo, sin embargo no todos los carbohidratos pueden ser 

util izados como fuente de C en todos los microorganismos es decir que los 

requerimientos nutricionales de los microorganismos varían. Mientras 

algunos como Saccharomyces cerevisiae puede crecer solo en hexosas y 

disacáridos, otros como Candida utilis crece en algunas pentosas, hexosas 

y disacáridos (Zabriskie et. al., 1999). 

Tabla 1 Principale 
porcentaje de com 

s elementos presentes en los microorganismos 
posición (Zabriskie et. al., 1999). 

Elemento Función Fisiológica Peso seco % 
Hidrógeno Constituyente de compuesto orgánicos y 

agua 
8 

Oxígeno Constituyente de compuesto orgánicos y 
agua 

20 

Carbono Constituyente de compuesto orgánicos 50 
Nitrógeno Constituyente de proteínas, ácidos 

nucleicos y coenzimas 
14 

Azufre Constituyente de proteínas y algunas 
enzimas. 

1 

Fósforo Constituyente de ácidos nucleicos, 
fosfol ípidos 
y coenzimas. 

3 

Magnesio Co factor de numerosas reacciones 
enzimáticas (ATP) 

0.5 

Manganeso Co factor de algunas enzimas 0.1 
Calcio Co factor de enzimas (proteasas) 0.5 
Hierro Constituyentes de citocromos, y co 

factor de algunas 
Enzimas 

0.2 

Cobalto Constituyente de la vitamina B12 0.03 
Cobre Constituyente de algunas enzimas 0.03 
Zinc Constituyente de algunas enzimas 0.03 
Molibdeno Constituyente de algunas enzimas 0.03 



Después del carbono y el oxígeno, el nitrógeno es el elemento más 

abundante en el material celular, y la sustancia más completa en la 

fermentación después de la fuente de C. Las fuentes N son uti l izadas 

metabólicamente para la síntesis anabólica de material celular que 

contiene ni trógeno como amino ácidos, purinas, pir imidinas, proteínas, 

DNA y RNA (Zabriskie et. al., 1999). 

Se pueden uti l izar fuentes inorgánicas de nitrógeno como: KNO3 (Thomas 

et. al., 1986), N a N 0 3 (Bidochka et. al., 1990) y (NH 4 )2S0 4 (Humphreys 

et. al., 1989). Fuentes órganicas como peptona (Samsináková, 1966; 

Barnes et. al., 1975; Hegedus et. al., 1990; Humphreys et. al., 1989; 

Khachatourians et. al., 1987), levadura (Samsináková , 1966; Hegedus et. 

al., 1990; Humphreys et. al., 1989; Rombach et. al., 1988; Bidochka, et. al., 

1987), Líquido remojo de maíz (Bláchere et. al., 1973) y casamino ácidos 

(Jackson et. al., 1997). 

La falta de una adecuada formulación de muchos microorganismos para el 

control de insectos es una falla muy grande de muchos insecticidas 

microbianos (Pereyra & Roberts, 1991). Hasta hace unos años el deseo del 

poder formular blastoesporas de hongos entomopatógenos resistentes a la 

desecación fue una meta muy atractiva para muchos invest igadores por el 

deseo de poder formular blastoesporas que son mucho más infect ivas, que 

puedan germinar en la aplicación y producir conidias disminuyendo el 

tiempo perdido para la producción de conidias. No fue hasta 1997 que 



Jackson y colaboradores, lograron producir en medio líquido blastoesporas 

resistentes a la desecación de Paecilomyces fumosoroseus. Se siguen 

utilizando y buscando nuevas formulaciones que les permitan obtener 

ingrediente activo más estable ante condiciones ambientales. 

Producción de mico insecticidas 

El interés de los hongos para el posible control biológico de plagas se ha 

incrementado desde los 60 's . Por lo que es de interés buscar nuevos 

métodos de producción a gran escala, que no sean costosos debido a las 

grandes cantidades necesarias para la aplicación en campo, y la dif icul tad 

de mantener el proceso estéril. 

Las técnicas más comunes para la producción en masa de hongos 

entomopatógenos son: el cultivo de superficie y el cultivo en dos fases, en 

el cuál el hongo primero crece en condiciones sumergidas y luego esporula 

en un medio sólido o semisólido. Estos métodos de cultivo pueden producir 

conidias aéreas, deseables por su virulencia y resistencia ante condiciones 

ambientales adversas (Hegedus et. al., 1990). El cultivo de superf icie sin 

embargo es muy intenso, laborioso y costoso. En cult ivos semi-sólidos es 

muy difíci l el control de factores relevantes como el pH. 

El método favori to para la producción a gran escala es el cultivo líquido en 

una sola fase, en el cuál se pueden producir esporas en un corto t iempo. La 



ventaja de esta técnica es el control de la esterilidad y que los procesos de 

escalamiento son relat ivamente fáciles (Thomas et. al., 1987). 

Sin embargo en cultivo sumergido muchos hongos imperfectos no producen 

conidia, produciendo micelio y blastoesporas en abundancia. Otro factor 

muy importante en la producción de mico insectidas es la formulación, 

mientras muchos hongos entomopatógenos han sido formulados a base de 

conidias. Algunos estudios han logrado obtener formulaciones de micelio 

seco, por ser rápido, fácil , y porque este puede permanecer viable (Peyra & 

Roberts, 1989). Los formulados de micelio seco son empleados en campo 

con resul tados exi tosos (Rombach et al., 1988). 

Las Formulaciones en aceite han recibido considerable atención en años 

reciente debido a que se incrementa la eficacia en los volúmenes bajos de 

aplicación, y también en condiciones bajas de humedad (Groden et. al., 

2 0 0 2 ) . 

Muchas compañías que producen hongos entomopatógenos en sustrato 

sólido uti l izan arroz como sustrato. Muchas formulaciones del mercado son 

polvos humectables , las cuales se logran al mezclar el hongo y algún 

adyuvante. Existen aproximadamente 6 compañías de producción de hongos 

entomopatógenos en Brazil en la producción de M. anisopliae, B bassiana, 

y S. insectorum (Leite et. al., 2002). 



Se han desarrollado un sin número de formas de cultivo para el desarrollo 

de hongos, específ icamente B. bassiana ha sido desarrollado en cultivo 

sólido (Bidochka & Kamp, 2002) y cultivo líquido o sumergido 

(Samsináková, 1966, Aoki & Yanase,, 1970; Barnes et. al. , 1975, 

Thomas et. al., 1987; Bidochka et. al., 1987; Rombach et. al., 1988; 

Humpreys et. al., 1990; Bidochka et. al., 1990; Lane & Rice, 1991). 

La fermentación liquida de B. bassiana, bajo algunas condiciones 

nutricionales y dependiendo de la cepa, puede producir conidias 

sumergidas (Thomas et. al., 1987), y en algunos estudios se reportada la 

producción de blastoesporas (Samsináková, 1966, Bidochka et. al., 1987). 

En cultivo sólido se ha observado la formación de conidias áreas las 

cuales son más resistentes a condiciones ambientales y menos virulentas. 

Anteriormente se ha desarrollado a B. bassiana en medios l íquidos con el 

propósito de realizar estudios morfológicos, solo Goral (1971) en la ex 

Unión Soviética desarrollo conidias sumergidas de este hongo en cultivo 

líquido con f ines comerciales, además de su eficaz producción en corto 

tiempo son más resistentes ante condiciones ambientales. 

B. bassiana se ha producido comercialmente por países como la ex Unión 

Soviética, Estados Unidos, México, Checoslovaquia, Colombia, Francia 

Suiza y Venezuela (Butt et. al., 2001) Ver Tabla 2. A raíz de la actividad 



de B. bassiana contra la broca del café en Colombia, se crearon numerosas 

empresas en la producción masiva de este hongo para el control de dicha 

plaga, Ver Tabla 3. 

Tabla 2 Productos comerciales de B. bassiana a nivel mundial (Butt et. al., 

2001) 

Producto País Manofactura 

Boverin Unión Soviética Former 

AGO BIOCONTROL 

BASSINA 50 

Colombia Agro Biocontrol 

Mycotrol WP Estados Unidos, México Mycotech Corporation 

Mycotrol GH Estados Unidos, México Mycotech Corporation 

Mycotrol ES Estados Unidos, México Mycotech Corporation 

BotaniGard ES Estados Unidos, México Mycotech Corporation 

Rincon-Vitava Insectaries 

Inc. 

BotaniGard 22WP Estados Unidos, México Mycotech Corporation 

Corn Gard ES Estados Unidos, México Mycotech Corporation 

Corn Gard G Estados Unidos, México Mycotech Corporation 

Naturalis TNO Estados UDidos Troy Biosciences 

Ostrinil Francia Natural Plant Protection 

Beauveria Sheweizer Suiza Eric Schweizer Seeds Ltd. 

Proecol Venezuela Probiagro 

Boverol Checoslovaquia 

Boverosil Chevoslovaquia 



Tabla 3 P r o d u c t o s c o m e r c i a l e s de B, bassiana e l a b o r a d o s en C o l o m b i a 

( F l o r e s , 2002) 

P r o d u c t o Esporas /g M a n o f a c t u r a 

C e b i o p e s t 1.2 x 10 l ü Fundac ión Cen t ro de B i o t e c n o l o g í a 

M a t a b r o c a 7.9 x 10 s Fundac ión Cen t ro de B i o t e c n o l o g í a 

Brocar i l 6.1 x 10* Lave r l am 

Brocar i l 4.3 x 1ÜIU Lave r l am 

Bass i an i l 1.0 x 10y Biocon t ro l 

Con id i a 8.2 x 10y A g r e v o 

C o n i d i a 5.2 x 10IU A g r e v o 

Cepa C e n i c a f é 3.0 x 10y C e n i c a f é 

Cen ica fé p i lo t 

p lan t 

5.0 x 10 , ü a 

1.0 x 1011 

C e n i c a f é 

Car r i e + 

ke rosene 

2.0 x 1 0 " C e n i c a f é 

M a t a b r o c a 2.5 x 10 l u Veco l 

M i c o s p l a g 1.0 x 10" Or iu s 

Agob iocon t ro l 1.4 x 10s Onatec 

B ioga rden 

Bass i ana AC 

2 x 10 l ü Bioga rden Cont ro l B i o l ó g i c o 

Sporen 21 2 x 10v B i o e n l a c e 21 S .A. 

B ioga rden 

B. bassiana 

2 x 10 l ü Bioga rden 



Stock 

Se activó la cepa GHA de Beauveria bassiana, a partir de un 

formulado real izándose diluciones seriadas hasta 108 e inoculándose 

esta últ ima dilución por estría en 4 direcciones en placas petri de PDA 

para obtener colonias aisladas. Con un aza de punta estéril al calor se 

tomaron varias porciones de una colonia, se estrió en varias placas 

petri, y se incubó a temperatura ambiente por dos semanas. 

Posteriormente con un escarpelo estéril se procedió a cortar las placas 

previamente inoculadas, en cuadritos de lmm de diámetro. Se 

colocaron 5 cuadri tos en crío viales con lml de glicerol al 10%. Se 

realizo un stock de 100 crío viales y se coloco en un congelador a — 

80°C, para su posterior uso. 

Inoculo 

Se tomo un crío vial para cada ensayo, se coloco a temperatura 

ambiente y con ayuda de un aza microbiológica se homogenizo la cepa. 

Con ayuda de una micro pipeta se tomo 100 jj.1, y se inóculo en el 

centro de placas de PDA para su distribución con un esparcidor de 

vidrio estéri l . Estas placas se incubaron a temperatura ambiente por 

dos semanas. Las conidias fueron resuspendidas adicionándose 10 mi 

de agua dest i lada estéril en las placas, desprendiendo las conidias del 



micelio con un aza microbiológica. Se tomo lml de solución de 

conidias para realizar diluciones en serie hasta 104 mi. 

El conteo de esporas se realizo en una cámara de Neubauer se contaron 

16 cuadrantes, el total obtenido se dividió entre cuatro y se mult ipl ico 

por 104 que es el factor de dilución de la cámara, se realizó con ayuda 

de un microscopio de contraste de fase a 40x, Se util izó la formula 

V1C1/V2C2 para ajustar la concentración a 1X107 esporas/ml en agua 

destilada estéril , esta concentración se utilizo como inoculo para la 

fase de precult ivo. 

Medios de cultivos 

Se uti l izaron cuatro medios de cultivos con diferentes concentraciones 

de C y N: 

1. MI descrito por Jackson et al (1997). 

2. T] (glucosa , casamino ácidos). 

3. T2 (glucosa , l íquido remojo de maíz). 

4. T3 (glucosa, peptona). 

Eos medios T tienen como medio basal el descrito por Thomas et. al. 

(1987) modif icado, en cuanto a la concentración de los metales Zn 

(1.4g/l), Co (3.3g/l), y Mn (1.56g/l), CaCl 2 -2H 2 0 0.8 g/L, sin 

Na2MoÜ4-2H20. Los medios de cultivo se realizarán en réplicas de 4, 



en dos fases: precuhivo y cultivo, en matraces de 250ml. Estos fueron 

esteril izados previamente a 121°C por 15 minutos. 

Precultivo 

La fase de precult ivo se inoculó con 10 mi de 1X107 esporas/ml, en 90 

mi de cada medio de cultivo, en estos medios las fuentes de Carbono y 

Nitrógeno fueron las siguientes: MI (glucosa, casamino ácidos), TI 

(glucosa, casamino ácidos), T2 (glucosa, líquido remojo de maíz), y T3 

(glucosa, peptona) . Se colocaron en un agitador a 25°C, 300RPM por 3 

días. Se real izo el conteo de esporas al 3er día, en una cámara de 

Neubauer, y un microscopio de contraste de fase a 40x. 

Al 3er día se ajusto la concentración de esporas de cada medio de 
n 

manera individual en 50 mi de agua destilada estéril a 1X10 

esporas/ml, para la fase de cultivo. 

Cult ivo 

Se inocularon 10 mi de la concentración de 1X108 esporas/ml en 

medios nuevos: MI (glucosa, casamino ácidos), TI (glucosa, casamino 

ácidos), T2 (sacarosa, líquido remojo de maíz), y T3 (glucosa, 

peptona). Los matraces fueron agitados a 25°C, 300 RPM por 3días. 

Se realizó en conteo de esporas al tercer día, los valores fueron 

promediado y considerados como la producción de cada medio. 



Separación y soporte 

Las cuatro réplicas de cada matraz fueron fi l tradas a través de una tela 

de manta doble al vacío para separar las esporas del micelio. Se real izo 

un conteo de esporas de cada filtrado. Se colocó 1 mi del f i l t rado de 

cada medio con 1 gota de glutaraldehído al 0.1% con la f inal idad de 

detener la germinación de las esporas para fotografiar la muestra. 

Se procedió a incluir el fi l trado de cada medio en dos soportes de 

manera individual . Los soportes fueron: tierra de diatomeas, y caolín 

ajustando la concentración a 2X1010 esporas/g con la formula 

esporas/mL x mL / 2.2 X 1010 g, adicionándose el valor obtenido en 

soporte. Se adicionaron los respectivos soportes por muestra hasta 

obtener una mezcla homogénea, Se realizo la f i l tración de la mezcla en 

un embudo de porcelana de bushner l l c m de diámetro al cuál se le 

pondrá papel Whatman No. 1 de 11 cm de diámetro. Se uti l izara una 

bomba al vacío conectada a un kitasato Pyrex de 1000 mi. Se vertió 

sobre el f i l t ro la solución del hasta hacer una capa delgada, esto es con 

el propósito de proteger y retener el mayor número de esporas. 

Secado 

Las muestras fueron secadas a temperatura ambiente de 26°C + 1 por 

24 horas, colocándose en bolsas plásticas zip-loc almacenadas a 4°C y 

26°C para los ensayos posteriores de almacenamiento. Se realizaron 



pruebas de viabil idad en placas de PDA de cada formulado después del 

secado, colocando 0.01 g del formulado en 10 mi de agua desti lada 

A 

estéril. Se hicieron diluciones en serie hasta 10 y se inoculo 100 jil 

de las cuatro últ imas diluciones 

Se determino el porcentaje de humedad de la muestra colocando una 

pequeña muestra de los formulado, a temperatura de 80°C por 24 

horas, se real izaron mediciones de la muestra antes y después del 

secado hasta obtener un peso constante. Se determino el porcentaje de 

humedad con la siguiente fórmula: 

% de Humedad. : Peso húmedo muestra x 100 
Peso constante muestra 

Viabilidad 

Para los ensayos de germinación se colocó 1.5 mi de cada f i l t rado en 

50 mi de caldo Sabouraud en matraces bafleados de 250ml, se agitó a 

300 RPM a 25°C, esto se realizo con tres réplicas se realizaron 

mediciones a las 10, 12 y 14 horas. Se realizaron pruebas de 

germinación con los formulados antes y después del secado, se colocó 

200 mg de los formulados en 50 mi de caldo Sabouraud bajo las 

mismas condiciones antes mencionadas. Los ensayos de germinación 

se realizan para determinar la viabilidad de las esporas obtenidas. 



Almacenamiento 

Como se menciono anteriormente los formulados fueron almacenados a 

4°C y 26°C, se tomo 0.01 g de cada formulado en lOml de agua 

destilada estéril obteniendo una dilución de 10'3, a partir de esta se 
Q 

realizaron diluciones hasta 10* . Para la prueba de viabilidad en placas 

de PDA se inocularon 100 ni en cada placa por tr ipl icado y 

esparciéndose con una esparcidor de vidrio estéril. Estas pruebas 

fueron real izadas mensualmente, las diluciones fueron disminuyendo a 

medida que paso el tiempo. Se procedió ha realizar la dilución donde 

se observaron UFC en la placa de 30-300 colonias del mes anterior y 

dos diluciones anteriores a esta. 

Bioensayos contra Plutella xylosíella 

Los bioensayos fueron realizados con larvas de 3er estadio de Plutella 

xylostella. Las larvas fueron alimentadas con hojas de brócoli y 

mantenidas en una cámara bioclimática baja condiciones controladas 

de luz hasta tener el estadio adecuado. Se uti l izaron 10 larvas por 

tratamiento, las cuales fueron sumergidas en una solución 1 x 108 

esporas/ml de cada medio del cultivo después del f i l trado. 

En el caso de las formulaciones se realizo una dilución y conteo en 

placas PDA, esto con el propósito de saber cuantas esporas de las 

inoculadas eran viables en el formulado. 



La inmersión de larvas fue por 30 segundos, se procedió a tomar las 

larvas en un pincel y a colocarla sobre una hoja de brócoli pequeña 

encima de placas de 5.5 cm de diámetro con agar agua al 1.5%, esto 

con el propósi to de mantener la humedad de la hoja. Se realizo el 

conteo de larvas muertas diariamente colocando las mismas sobre 

Papel Whatman No. 1 húmedo en una placa de petri de 9.5 cm, con la 

finalidad de provocar la esporulación del hongo. 

Las larvas micosadas con B. bassiana presentaron inicialmente un 

color amari l lo-naranja o rosa, durante la esporulación la larva presente 

el color blanco característico del micelio. 

DISEÑO EXPERIMENTAL 

Para el análisis de los datos se realizará una ANOVA simple, se 

utilizará un intervalo de confianza de 95%. 



Producción 

Los datos de producción del ingrediente activo de B. bassiana GHA en los 

O o 

diferentes medios fueron para: MI 2.2 X 1<T esporas/ml, TI 6.0 x 10B 

esporas/ml, T2 7.2 x 109 esporas/ml, T3 1.6 x 109 esporas/ml. En el 

análisis estadístico se encontraron diferencias significativas ( a : 0.05) de T2 

con respecto a MI, TI y T3 entre estos tres últimos no se encontraron diferencias 

significativas (Ver Fig. 8). 

M 1 T1 T2 T 3 
Med io s de cultivo 

Fig. 6 P roducc ión de ingrediente activo de Beauveria 
bassiana G M A , en med ios l íquidos con diferentes 
fuentes de C y N. 



En cuanto al ingred ien te activo de B. bassiana desarrol lado de los medios 

se observaron b las toesporas en los medios M I , TI y T3 (Ver Fig. 9 ,10 ,12) y 

conidias sumerg idas en el medio T2 (Ver Fig. 11). 

Fig. 9 Ingrediente activo del medio MI Fig. 10 Ingrediente activo del medio TI 

Fig-11 Ingrediente activo del medio T2 Fig. 12 Ingrediente activo del medio T3 



Germinación 

Al realizarse la pruebas de germinación a las 10 h, del ingrediente activo 

de B. bassiana GHA en soporte húmedo y seco en tierra de diatomeas, T2 y 

T3 presentaron la más alta germinación. En soporte húmedo TI mostró 

diferencias signif icat ivas (a:0.05) y en soporte seco MI y TI mostraron 

diferencias s ignif icat ivas (Ver Fig. 13 y 14). 

M1 T1 T2 T3 

Fig.13 Germinación a las 10 h del íngredente activo 
de B. bassiana GHA en soporte húmedo de 
ttana diatomus. 

M I T I T2 73 

Fig. MGa i r t i tK fó i a to lOhdet i n jedkn teac lhe 
de 8. bassiana GHA en soporte seco de fiera 
dedtetomeas. 

A las 12 horas de germinación en soporte húmedo y seco con ingrediente 

activo de B. bassiana GHA e tierra de diatomeas, no se encontraron 

diferencias s ignif icat ivas entre los medios. En soporte seco T2 mostró la 

germinación más alta, solo MI mostró diferencias significativas (a :0 .05) al 

comparar la germinación en soporte húmedo y seco entre los medios (Ver 

Fig. 15 y 16). 



MI T I T2 T3 

Rg. 15 »Jas 12 n del Inflredterte activo 
deS . bassiana GHA en soporte húmedo de 
tierra de íatomeas. 

MI T1 T2 T3 

fíg. 16 C a m i n a d l a s las 12 h del ír>credterteacSw 
de S. bassiana GHA en sópa le seco de 
fierra de diatomeas. 

A las 14 horas de germinación en soporte húmedo y seco de t ierra de 

diatomeas no se observaron diferencias significativas (a :0 .05) , al comparar 

entre los medios el soporte húmedo y seco no se observaron diferencias. 

(Ver Fig. 17 y 18). 

M i T1 T2 T3 

Fig. 17 Germinación a las 14 h del Ingrediente activo 
de B. bassiane GHA en soporte húmedo da 
tierra de díalo me as. 

M I T I T2 n 
Fíg. 18 Germinación a las 14 h detínyediente activo 

de 8. Qassana GHA en soporte seas de 
{jarra de diatomeas. 



En cuanto a las pruebas de germinación en caolín a las 10 h en soporte 

húmedo solo T3 mostró diferencias significativas (a : 0.05) , en soporte seco 

no hubo diferencias entre los medios. Al comparar en los medios soporte 

húmedo con soporte seco TI mostró diferencias (Ver Fig. 19 y 20). 

Ftg. 16 G son nación a las 10 ti del ingrediente activo 
da B batsian» GHA en so pote húmedo de Fig. 20 Germinación a las 10 ti det Ingrediente activo 
caolín de B flasaen» GHA en soporte seco de caolín. 

A las 12 horas de germinación del ingrediente activo de B. bassiana GHA 

en soporte húmedo de caolín, T3 mostró diferencias significativas (a : 0.05) 

con los demás medios. En soporte seco no se observaron diferencias. AI 

comparar soporte húmedo y seco entre los medios no se observaron 

diferencias (Ver Fig. 21y 22). 



MI T I T2 T3 

Flg.21 Germinación a las 12 h del irtgr&dtente activo 
de 8 bassiana GHA en soporte húmedo de 
caolín, 

MI T1 T2 T3 

Fig. 22 Germinación a las 12 horas del ingrediente activo 
de 6. bassiana GHA en soporte seco de 
caolín. 

A las 14 horas de germinación en soporte húmedo y seco de caolín no se 

observaron diferencias significativas (a:0.05), al comparar entre los medios 

el soporte húmedo y seco no se observaron diferencias. (Ver Fig. 23 y 24). 

M1 T1 T2 T3 

Fig. 23 Germinación a les 14 h del ingrediente »cBvo 
de 6 basaana GHA en soporte humado de 
caolín. 

M I T1 T2 T3 

Fig 24 Germinación a las 14 h del ingrediente activo 
de fi. bassena GHA en soporte seco de 
caolín. 



Al realizar las pruebas de germinación se observo la formación de una conidia 

sumergida a par t i r de una blastoespora mejor conocido como microc ic lo , este 

fenómeno puede var iar de una cepa a otra, todavía no se conoce el porque del 

mismo. 

Fig. 25 Microc ic lo observado en los medios durante 
la germinación. 

Con los datos de germinación se sacaron los valores de to lerancia a la 

desecación de las esporas después del secado, no se encontraron d i fe renc ias 

significativas ( a : 0 . 0 5 ) entre los medios y ni entre los soportes , el medio T2 

presento mejor to le ranc ia a la desecación en los dos soportes (Ver Tabla 

No. 4). 



Tabla No, 4 Porcentaje de Tolerancia a la desecación del ingrediente activo de B. 
bassiana GHA en los medios de cultivo con diferentes fuentes de C y N. 

Medios de cultivo Tierra de diatomeas Caolín 

MI 7 5 % 79% 

TI 84% 90% 

T2 90% 96% 

T3 83% 9 4 % 

Almacenamiento 

Los valores de almacenamiento durante 6 meses de los diferentes medios de 

cultivo con el ingrediente activo de B. bassiana GHA, en tierra de 

diatomeas a temperatura de 4°C y 26 + 1 °C se pueden observar en las 

Tablas No. 5 y No. 6. 

T2 presento en tierra de diatomeas mayor cantidad de UFC a ambas 

temperaturas de almacenaje, se logro observar estabilidad a temperatura de 

26 + 1 °C durante los primeros 3 meses, lo que nos sugiere que este medio a 

diferencia de los otros es más estable ante dichas condiciones de 

almacenamiento. Las diferencias significativas (oc:0.05) se pueden observar 

en las Tablas mediante letras (A, B, C). 



Tabla No. 5 Almacenamiento a 4 °C durante 6 meses del ingrediente 
activo de B. bassiana GHA en tierra de diatomeas desarrollado en 
medios de cultivo líquido con diferentes fuentes de C y N, 

Mes 

1er 2do 3er 4to 5to 6to 

MI 5.1 x IO7 A 5.0 x 107A 4.5 x 107A 5.0 x IO7 A 3.5 x IO7 A 3.5 x IO7 A 

12 2.3x10 811 1.4 x 108B 9.9 x 107A 7.0 x IO7 A 7.9 x 107B 8.5 xlO7 B 

T3 1.0 x 107C 1.0 x 107A 1.1 x 107A 8.5 x 105 A 2.9 x 105 A 3.0 x 105 c 

Nota: las unidades de almacenamiento se dan en esporas/g. 

Tabla No. 6 Almacenamiento a 26 + 1 °C durante 6 meses del 
ingrediente activo de B. bassiana GHA en tierra de diatomeas 
desarrollado en medios de cultivo líquido con diferentes fuentes de C y 
N. 

Mes 

1er 2do 3er 4to 5to 

MI 1.4 x 107A 1.9 x IO7 A 5.1 x IO5 A 5.8 x IO4 A 

T2 2.7 x IO6 B 2.2 x l 0 6 A 2.8 x IO7 B 7.1 x IO4 A 2.5 x l 0 4 A 

T3 3.5 x IO4 B 3.5 x 104 A 4.0 x IO3 A 

Nota: las unidades de almacenamiento se dan en esporas/g. 

Los valores de almacenamiento durante 6 meses de los diferentes medios de 

cultivo con el ingrediente activo de B. bassiana GHA, caolín a temperatura 

de 4°C y 26 + 1 °C se pueden observar en las Tablas No. 7 y No. 8. Se 

observo que a temperatura de 4°C, T2 y MI se comportan casi igual, no 



muestran diferencias significativas (oc:0.05) entre ellos, T3 mostró 

diferencias con M I . Las diferencias significativas se pueden observar en 

las Tablas mediante letras (A, B, C). MI fue el mejor medio a ambas 

temperaturas de almacenamiento en caolín. 

Tabla No. 7 Almacenamiento a 4 °C durante 6 meses del ingrediente 
activo de B. bassiana GHA en caolín desarrollado en medios de cultivo 
liquido con diferentes fuentes de C y N. 

Mes 

ler mes 2do mes 3er mes 4to mes 5to mes 6to mes 

MI 1.8 x 108A 8.2 x 107 A 3.3 x 107A 6.7 x 107 A 2.1 x 107 A 5.7 x 107 A 

T2 3.1 x 1ÜSB 1.5 x I08A 4.5 x I07A 6.1 x 107A 6.0 x 107B 2.6x107 AB 

T3 3.5 x 107 A 1.9 x 107 B 1.9 x 107B 5.3 x 106B 1.9 x 106A 9.6 x 106B 

Nota: tas unidades de almacenamiento se dan en esporas/g. 

Tabla No. 8 Almacenamiento a 26 + 1 °C durante 6 meses del 
ingrediente activo de B. bassiana GHA en caolín desarrollado en medios 
de cultivo l íquido con diferentes fuentes de C y N. 

Mes 

ler mes 2do mes 3er mes 4to mes 

MI 3.4 x 107A 3.6 x l 0 7 A 2 .6x I0 6 A 5 . 6 x l 0 5 A 

T2 1 . 5 x 1 0 6 b 2 . 6 x 1 0 5 b 2.1 x 105B 9 . 6 x l 0 3 B 

T3 5.1 x 10s B 1.8 x 105 B 2.3 x 105 8 

Nota: las unidades de almacenamiento se dan en esporas/g. 



La mejor temperatura de almacenaje para los formulados fue 4°C, se pudo 

observar que los fac tores que influyen en la estabilidad del formulado son: 

formulación del medio de cult ivo, temperatura de almacenaje, soporte. 

B i o e n s a y o s c o n t r a Plutella xylostella 

Los resultados de los bioensayos del ingrediente activo de B. bassiana GHA 

en los controles negat ivos no se reporto mortalidad, ni micosis (Ver Fig. 

26), en los d i fe rentes t ratamientos fi l trados y formulados a lmacenados a 

4°C en tierra de d ia tomeas y en caolín contra larvas de 3er estadio de P. 

xylostella se observo inicialmente una coloración de naranja a rosada y la 

esporulación progres iva del hongo (Ver Fig. 27-29) . 

BIOENSAYOS 

Fig.26 Larva de 3er es tadio de Fig.27 L a r v a , £ 3 « estadio de 
P. xylostella, control • J 



Fig . 28 Micos i s in ic ia l en la rvas de Fig. 29 Micos i s to ta l en la rvas de 
3er es tad io de P. xylostella. 3er es tad io P. xylostella 

Los p o r c e n t a j e de micos i s acumulada se pueden obse rvar en la Tab la s No . 

9 -11 . El med io T2 en ambos sopor tes y en el f i l t r ado p resen to mayor 

micos i s , s in emba rgo no se encon t r a ron d i f e renc ia s s i gn i f i c a t i va s ( a : 0 .05) . 

T a b l a N o . 9 P o r c e n t a j e a c u m u l a t i v o de micos i s d e l a r v a s d e 3 e r e s t a d i o 
de Plutella xylostella t r a t a d a s con f o r m u l a c i o n e s de B. bassiana G H A eñ 
t i e r r a d e d i a t o m e a s . 

D ías 

1 2 3 4 S 6 7 8 

M 1 T D 0% 0% 0% 20% 50% 70% 80% 80% 

T 1 T D 0% 0% 0% 20% 50% 80% 80% 80% 

T 2 T D 0% 0% 0% 30% 70% 90% 90% 90% 

T 3 T D 0% 0% 0% 10% 40% 60% 80% 80% 

C + 0% 0% 10% 70% 80% 90% 90% 90% 

C - 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 

C - 0% 0 % 0% 0% 0% 0% 0% 0% 
N O T A : Pa ra el b i o n s a y o se u t i l i z a r o n 10 l a r v a s p a r a cada e n s a y o con al m e n o s dos r e p e t i c i o n e s ; s o l a m e n t e 
se p r e s e n t a n l a s l a r v a s m u e r t a s con c r e c i m i e n t o m i c e l i a l e x t e r n o , c o n t r o l + C o n i d i a s a é r e a s , c o n t r o l - agua 
d e s t i l a d a e s t é r i l con T w e e n 80 , y a g u a d e s t i l a d a con T w e e n 80 y t i e r r a de d i a t o m e a s 



Tabla No. 10 Porcentaje de micosis en larvas de 3er estadio de Plutella 
xylostella tratadas con formulaciones de B. bassiana GHA en caolín 

Días 

1 2 3 4 5 6 7 8 

MIC 0% 0% 0% 0% 10% 30% 40% 70% 

TIC 0% 0% 0% 20% 70% 90% 90% 90% 

T2C 0% 0% 0% 20% 30% 70% 90% 100% 

T3C 0% 0% 0% 10% 40% 40% 40% 40% 

C + 0% 0% 10% 70% 80% 90% 90% 90% 

C- 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 

NOTA: Para el b i o n s a y o s e u t i l i z a r o n 1 0 l a r v a s para c a d a e n s a y o c o n u n a r e p e t i c i ó n ; s o l a m e n t e s e 
presentan l a s l a r v a s m u e r t a s c o n c r e c i m i e n t o m i c e l i a l e x t e r n o , , c o n t r o l + C o n i d i a s a é r e a s , c o n t r o l - a g u a 
destilada e s t é r i l c o n T w e e n . 

Tabla No. 11 Porcentaje de micosis en larvas de 3er estadio de Plutella 
xylostella tratadas con filtrados de B. bassiana GHA de los diferentes 
medios de cultivo 

Días 

1 2 3 4 5 6 7 8 

MIF 0% 0% 90% 100% 100% 100% 100% 100% 

TIF 0% 0% 90% 100% 100% 100% 100% 100% 

T2F 0% 70% 90% 100% 100% 100% 100% 100% 

C + 0% 0% 10% 70% 80% 90% 90% 90% 

c - 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 

NOTA: Para el b i o n s a y o s e u t i l i z a r o n 1 0 l a r v a s p a r a c a d a e n s a y o c o n u n a r e p e t i c i ó n ; s o l a m e n t e s e 
presentan l a s l a r v a s m u e r t a s c o n c r e c i m i e n t o m i c e l i a l e x t e r n o , , c o n t r o l + C o n i d i a s a é r e a s , c o n t r o l - a g u a 
destilada e s t é r i l c o n T w e e n . 



Producción 

En este estudio se encontró variabilidad en la producción y dos clases de 

esporas: blastoesporas y conidias sumergidas, estas diferencias estas 

relacionadas con la fuente de Carbono (Thomas et. al., 1987). Un estudio 

muy relevante para nosotros es el realizado por Thomas y colaboradores 

(1987) en el que menciona que la producción de B. bassiana en cultivo 

liquido, con una proporción de C: N de 5:1, una agitación de 150 RPM a 

27°C, e inoculo de 5.0 x 104 a 1.0 x 105 esporas/ml, obtuvo una producción 

final 5 X 108esporas/ml 

Sin embargo en la producción de otros hongos como: Paecilomyces 

fumosoroseus en proporción de C: N de 10:1, agitación de 300 RPM a 28 

°C por 3 días, e inoculo de 1 x 106 la producción final fue 8.8 x 
a 

10 esporas/ml (Jackson et. al., 1997). En nuestro estudio los valores más 

altos fueron para el medio T2 con una proporción C: N de 2:1 , con 

agitación de 300 RMP a 25°C por 3 y 6 días , e inoculo en precultivo de 

lxl07 esporas/ml y en cultivo de 1 x 108 esporas/ml, obtuvimos una 

producción en precult ivo de 1.7 x 109 esporas/ml y en cultivo 7.18 x 109 

esporas/ml. Los valores obtenidos son más altos que los mencionados 

anteriormente, también debemos considerar factores como la temperatura, la 

proporción C: N, y la aeración. En nuestro trabajo la temperatura y la 



proporción C:N es menor que la utilizada en los estudios anteriores. Lo que 

nos sugiere que la proporción C:N juega un papel fundamental en la 

producción (Feng, 1994). 

Se ha reportado que ha excesiva aireación de 300 RPM o revoluciones 

mayores se produce mucho micelio y poca esporulación, encontramos que 

en el medio T2 la producción de micelio es mínima en comparación a los 

otros medios de ahí la importancia de utilizar un medio que no sea 

demasiado rico en C pues se obtiene mucho crecimiento micelial, sin 

embargo al darse el agotamiento de nutrientes como el N se observa mayor 

esporulación (Thomas et. al., 1987). 

En cuanto a la clase de esporas encontradas en los medios tenemos que los 

medios MI , TI y T3 presentan mayor número de blastoesporas, y en T2 se 

observaron mayor cantidad de conidias sumergidas. El medio MI antes 

desarrollado para la producción de blastoesporas de Paecilomyces 

fumosoroseus por Jackson (1997) nos dio resultados consistentes con B. 

bassiana. 

El medio TI que posee las mismas fuentes de C y N que MI , en 

proporciones menores también se obtuvieron blastoesporas. Se ha 

determinado que algunas fuentes de nitrógeno como la peptona, neopeptona, 

triptona y extracto de levadura no permiten la formación de conidias en 

cultivo sumergido (Thomas et. al. 1987), sin embargo la producción de 



blastoesporas es abundante, lo que concuerda con los resultados obtenidos 

en el medio T3 cuya fuente de N es peptona donde se observo mayor 

número de blastoesporas. 

Estudios real izados en producción de B. bassiana ut i l izando peptona como 

fuente de N reportan la producción de blastoesporas lo que respalda los 

resultados obtenidos en nuestro estudio (Bidochka, et. al. , 1987; 

Humphreys et. al., 1989). 

Para T2 observamos mayor cantidad de conidias sumergidas, ba jo algunas 

condiciones de cultivo se ha observado que las blastoesporas producidas en 

la fase estacionaria aproximadamente en el 4 a 5 día de producción, pueden 

dar lugar a conidias sumergidas sin pasar por el crecimiento micelial , este 

fenómeno es denominado microciclo (Thomas et. al., 1987). En este 

estudio se observo el fenómeno de microciclo en los medios M I , T I , y T3. 

Aunque se uti l izó la sacarosa como fuente de carbono ya que por reportan 

mencionan mayor producción de blastoesporas (Bláchere, 1973), en nuestro 

estudio obtuvimos la producción de conidias sumergidas, por lo que 

sugerimos que el nitrógeno en este caso líquido remojo de maíz t iene un 

papel determinante en la clase de espora producida. Estudios realizados 

con H. íhompsonii en el cual utiliza sacarosa como fuente de C y l íquido 

remojo de maíz como fuente de N en una proporción 3:1 demuestran que al 



incrementar la proporción del Líquido remojo de maíz se obtiene la 

formación de conidias sumergidas (Rombach, 1988). 

Datos corroborados en nuestro estudio con B. bassiana donde las fuentes de 

C y N fueron sacarosa y líquido remojo de maíz en una proporción 2:1, y se 

observo la mayor producción de conidias sumergidas . 

Germinación 

Pudimos observar la germinación de nuestros f i l t rados fue máxima en todos 

los medios a las 10 horas, lo reportado en la germinación de B. bassiana ha 

sido 12 horas para blastoesporas, 16 para conidias sumergidas y 24h para 

conidias aéreas (Thomas et. al., 1986), las germinaciones en cult ivo fresco 

pueden variar para blastoesporas se han reportado 10 h, para conidias 20 h, 

la germinación en fuentes de N limitada puede ser más lenta que en fuente 

de C (Lañe & Trinci, 1991). 

Esto nos sugiere que nuestro ingrediente activo son blastoesporas, sin 

embargo para el medio T2 la morfología circular no concuerda con la 

morfología alargada reportada para blastoesporas (Bidochka, et. al. , 1987). 

Se han obtenido blastoesporas con las fuentes de C y N utilizadas para este 

medio sacarosa y líquido remojo de maíz respectivamente, sin embargo 

también se han reportado producción de conidias sumergidas en esta fuente 

de N. Lo que nos sugiere que tal vez se deban realizar más estudios sobre 
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el ingrediente activo del medio T2, para reconfirmar que realmente es una 

conidia sumergida debido a que posee patrones de germinación de una 

blastoespora. 

Algunos estudios realizados para determinar el porcentaje de desecación de 

Paecilomyces fumosoroseus han reportado el 79% (Jackson et. al., 1997), 

69% en LM1 y 21% en LM2 (Sandoval et. al. , 2001), Nuestro t rabajo 

reporta un porcentaje de tolerancia a la desecación para B. bassiana en 

tierra de diatomeas de 75% para MI , de 67% para T I , de 92% para T2 y de 

78% para T3, lo que nos indica que nuestro valores son promedios o en 

algunos casos como el de T2 más altos que los reportados para otros hongos 

cntomopatógenos. 

AI realizar las pruebas de germinación después del secado en t ierra de 

diatomeas y caolín, obtuvimos valores más altos de germinación en caolín 

en todos los medios a excepción de T3, lo que concuerda con datos 

reportados por Sandoval et. al. (2001), donde los valores más altos de 

germinación de blastoesporas de P. fumosoroseus se obtuvieron para las 

formulaciones en caolín. Para caolín nuestro porcentaje de tolerancia a la 

desecación fue para MI de 78%, para TI de 88%, para T2 de 97% y para T3 

de 94%, Datos similares fueron reportados por Sandoval et. al. (2001) en la 

viabil idad después del secado en los medios LM1 y LM2 de 94.8% y 75.2% 

respect ivamente, para P. fumosoroseus lo que nos indica que nuestro 



nuestros en caolín caen dentro de los valores promedios reportados para 

otros hongos entomopatógenos. 

Cuando se obtienen fuentes de N inapropiadas para la producción de 

esporas se obtienen valores muy bajos de tolerancia a la desecación como la 

peptona de colágena reportada en el medio LM2 (Sandoval et. al. , 2001). 

Estudios anteriores han demostrado que la fuente de N puede inf luenciar la 

tolerancia a la desecación en cultivos líquidos (Jackson , 1999). 

Almacenamiento 

En este estudio obtuvimos mejor viabilidad a 4°C que a 26°C estudios 

anteriores reportan el mismo comportamiento en otros hongos 

entomopatógenos (Jackson et. al., 1997; Stathers et. al., 1993). 

Generalmente las esporas almacenadas en la oscuridad, seca y a baja 

temperatura pueden permanecer viables por largo tiempo (Areggcr, 1992). 

Observamos que el soporte y los medios de cultivo tenían cierta inf luencia 

en la estabil idad de nuestro formulado, nuestros resultados durante los 

meses de almacenamiento fueron variables de un mes a otro, sin embargo 

durante el últ imo mes (6to) se encontraron diferencias s ignif icat ivas entre 

los medios a 4°C y 26°C. Se ha determinado que las condiciones de secado 

y la humedad relativa puede impactar en la estabilidad de los formulados 

almacenados de blastoesporas de P. fumosoroseus, de ahí el porque la 



diferencia de la estabilidad de nuestro formulado debido a q u e la humedad 

relativa en condiciones de almacenaje es muy d i f e r e n t e a ambas 

temperaturas. 

Debemos mencionar que la humedad de las muestras de e s t e estudio fue 

menos de 1%, los valores de humedad óptimos van de 2 - 5 % , lo que nos 

indica que si mejoramos nuestro secado para que sea más con t ro l ado nuestra 

viabilidad puede mejorar en condiciones de a lmacenaje . C o n diferentes 

soportes el secado puede ser diferente reduciendo así la es tabi l idad del 

mismo durante el almacenaje (Sandoval et. al., 2001) en n u e s t r o estudio 

obtuvimos mayor viabilidad en soporte de caolín a t empera tu ra ambiente . 

Estudios de germinación realizados con conidias a lmacenadas a diferentes 

temperaturas han reportado que la longevidad de las con id ia s disminuye 

cuando aumenta la temperatura de almacenamiento, la longev idad de las 

blastoesporas es dependiente de la temperatura, a una t empera tu ra dada las 

blastoesporas pierden su habilidad de germinar en un medio con agar mucho 

más rápido que las conidias (Lañe & Trinci, 1991 ). 

La viabilidad de las conidias declina en diferente medida dependiendo del 

medio de almacenaje (Stathers et. al., 1993), Debemos cons ide ra r que el 

tipo de ingrediente activo conidias aéreas, conidias sumergidas , y 

blastoesporas poseen diferente estabilidad, siendo las b las toesporas las 

menos estables (Hegedus et. al., 1992). 



Se ha est imado que las conidias necesitan permanecer viables al menos 7 

semanas para ser util izados como agente de control biológico (Clark et. al., 

1968), sin embargo Couch & Ignoffo sugieren que el t iempo de vida de un 

biopesticida debe ser de 12-18 meses, o 3-6 meses si el patógeno es 

requerido para una aplicación en un tiempo específ ico (1981), Algunas 

conidias almacenadas durante 2-3 meses a temperatura refr igeradas son 

estables, sin embargo a temperatura ambiente tropical la viabil idad se puede 

reducir a días (Stathers et. al., 1993). 

En nuestros resultados los formulados almacenados a temperatura 

refr igerada poseen viabilidad más alta, que los formulados a temperatura 

ambiente, sin embargo hemos obtenido que en los medios MI y T2 los 

formulados a temperatura de 26 + 1 °C pueden permanecer estables hasta el 

4to mes, por lo que deben considerarse los datos reportados. 

En cuanto a los medios uti l izados los resultados pueden ser variables 

debido a que muchos hongos acumulan carbohidratos de reserva cuando 

crecen en un medio que contenga exceso de fuente de C, los principales 

carbohidratos de reserva reportado para B. bassiana son glicógeno, manitol , 

eritrol, arabitol , cuando el medio ha sido suplementado con glucosa. En 

ausencia de glucosa de ha detectado todos los compuestos mencionados 

menos el arabitol, la función de la carbohidratos de reserva es proveer al 



organismos de una fuente de C disponible en condiciones de agotamiento de 

nutrientes. En muchos hongos bajo condiciones extremas la espora provee 

la fuente de C uti l izable (Bidochka et. al., 1990). 

Desde el punto de vista de la fuente de N el inc remento en la reserva 

endógena en cult ivos limitados de N pueden incrementar la sobre vivencia 

durante el almacenamiento (Lañe & Trinci, 1991), sin embargo estudios 

realizados con blastoesporas han determinado que la fuen te de N, juega un 

papel muy importante ante condiciones de a lmacenamien to . Datos que 

confirman en nuestros resultados los medios T2 y T3 cuya ún ica variante 

fue la fuente de N, y se encontraron diferencias s ign i f i ca t ivas a ambas 

temperaturas en tierra de diatomeas, sin embargo en caol ín no se 

encontraron diferencias significativas entre T2 y T3, pero si entre estos y 

MI cuya fuente de N es casamino ácidos. Lo que n o s indica que la 

estabilidad de pende de muchos factores: Temperatura , humedad , secado, 

formulación y soporte. En tierra de diatomeas a t empera tu ra de 4°C todos 

los medios presentaron diferencias el mejor medio fue T2 con 7.9 x 10? 

esporas/g, a 26°C el mejor medio fue T2 2.8 X 106 e sporas /g , sin embargo 

en caolín a 4 °C los medios MI y T2 fueron me jo re s no se encontraron 

diferencias signif icat ivas en los valores de 2.6 x 107 e sporas /g y 5.7 x 10 7 

esporas/g respectivamente, a 26°C el mejor medio f u e M i con 2.58 

esporas/g. 



Bionsayos contra P. xylostella 

Se ha reportado que B. bassiana posee actividad contra larvas de P. 

xylostella (Vandenberg et. al., 1998) lo que hace atractivo el uso de este 

hongo como un producto comercial, los datos reportados aquí muestran que 

al realizar bioensayos con fi l trados las mortal idad es más rápida esto es 

debido a que cuando se utilizan soportes la germinación se más lenta por lo 

cuál se retarda también la mortalidad. 

Los valores obtenidos contrastan con lo anteriormente reportado donde a 

temperatura de 25°C y humedad relativa de 90 se da la mejor mortal idad, en 

nuestro estudio el medio T2 en tierra de diatomeas dio el porcentaje de 

micosis acumulada fue igual a la del control posit ivo (conidias aéreas) de 

un 90%, en el caso de T2 en caolín y del f i l t rado el porcentaje de micosis 

acumulada fue de 100%, en los controles negativos se observo 0% de 

micosis acumulada, no se encontraron diferencias signif icat ivas (oc: 0.05) 

en los medios y en los soportes. 

Los datos obtenidos concuerdan con los reportados por Vandenberg y 

colaboradores (1998) en donde los tratamientos con B. bassiana producen 

mayor mortal idad que los controles negativos. Lo que a su vez descarta que 

el soporte pueda causar algún factor adverso en las larvas tratadas, y que la 

mortal idad se debe principalmente por el hongo, estos datos fueron 



conf i rmados al determinar el porcentaje de micosis acumulada en las larvas 

tratadas. 

Sin embargo los datos aquí obtenidos presentan una al ternativa para la 

producción de ingrediente activo de B. bassiana donde el proceso además 

de ser más rápido, y económico es también efectivo debido a que la 

formulación ut i l izada mantiene si virulencia y en algunos casos es superior 

al control posit ivo 



1. El me jo r medio para la producción de esporas fue T2. 

2. Tierra de dia tomcas B. bassiana crecida en medio T2 , a n t e s y 

después del secado presento mayor germinación. 

3. En caol ín B. bassiana crecida en medio T2 , antes y d e s p u é s d e l 

secado presento mayor germinación. 

4. B. bassiana crecida en medio T2 presento mejor estabi l idad en U F C a 

4 °C y a 26 + 1 °C , a los 6 meses de almacenamiento. 

5. B. bassiana crecida en medio T2 presento mejor estabi l idad en U F C a 

4 °C , y MI a 26 + 1 °C a los 6 meses de a lmacenamiento. 

6. Nues t ros resul tados indican que si hay inf luencia del m e d i o d e 

cul t ivo en la producción, clase de esporas, germinación y e s t a b i l i d a d 

durante el a lmacenaje . 

7. Si hay inf luencia de la temperatura y el soporte u t i l i z ado en la 

es tabi l idad del formulado almacenado. 



1. Real izar el secado bajo condiciones controladas de temperatura y 

humedad. 

2. Cont inuar las pruebas de almacenamiento por al menos 1 año. 

3. Producción de diferentes cepas de B. bassiana con los medios de 

cul t ivo probados. 

4. Producción de otros hongos entomopatógenos en los medios 

es tudiados para comparación. 

5. Real ización de bioensayos con diferentes insectos como mosquita 

blanca. 

6. Real izar un SDS PAGE para determinar las toxinas producidas en 

los medios de cultivo. 

7. Real izar pase de larvas micosadas a larvas sanas para incrementar 

la virulencia. 
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