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RESUMEN

B. bassiana es un hongo entomopatdégeno, que crece saprofiticamente en el
suelo y puede atacar un rango amplio de insectos. Nuevos métodos de
produccién de biopesticidas son requeridos por ser mds baratos y rdpidos.
Ha sido reportado que las fuentes de carbono y nitrégeno pueden dar
estabilidad a las esporas duranie el secado. Cultivos de 100 ml de B.
bassiana GHA fueron crecidos en cuatro medios liquidos diferentes: Ml
(glucosa, casamino acidos), Tl (glucosa, casamino &cidos), T2 (glucosa,
liquido remojo de maiz) y T3 (glucosa, peptona) en matraces bafleados de
250 ml, a 300 RPM y 25 °C, en dos fases de tres dias. Utilizamos como
soportes tierra de diatomeas y caolin, y las esporas se secaron a 26 + 1 °C.
La viabilidad de las esporas fue determinada mediante estudios después de
10, 12, 14 horas de incubacién. Los formulados con esporas de B. bassiana

fueron almacenados a 4 °C y 26 °C por 6 meses, las pruebas de estabilidad
durante almacenamiento fueron evaluadas con bioensayos con larvas de 3er
estadio de Plutella xylostella. El medio con mejor produccién fue T2 (7.2 x
10° (esporas/ml). El medio T2 produjo esporas con el porcentaje més alto de
tolerancia a la desecacidn 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 mas 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 caolin y 100% de mortalidad para filtrados de esporas.



ABSTRACT

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
stabilility to spores during storage. One hundred ml cultures of B. bassiana
strain GHA were grown four differents liquid media: M1 (glucose,
casaminoacids), T1 (glucose, casaminoacids), T2 (glucose, corn steep
liquor), and T3 ( glucose, peptone) in 250 ml baffles flask, at 300 RPM and
25°C, in two stages of three days. We used diatomeaceas carth and kaolin
clay (Surround ®) as support, and dried the spores at 26 + 1 °C, Spore
viability was assessed by studies after 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 10°
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" instar larvae of P. xylostella with 90% mycosis for
diatomeaceas earth formulates, 100% mortality for surround formulates and

100% mortality for spores filtrates.



INTRODUCCION

Son muchas las pérdidas econémicas debido a un gran nimero de insectos
plagas que dafian miles de cosechas, anualmente. Para los ailos 50's ¢l
control de las plagas se realizaba con quimicos por su rédpida accion y su
efectividad. Sin embargo sus beneficios eran solo enfocados en la
eliminacién rdpida de la plaga en las cosechas sin considerar el ambiente,
la salud humana, y la economia. Lo que ha causado dafios irreparables al

paso de los afios.

En los dltimos afios ha sido de gran importancia para la comunidad
cientffica, buscar formas de preservar el ambiente y evitar el desbalance
ecolégico al introducir sustancias nocivas. Por este motivo se exploro
desde hace algunas décadas la incorporacién de microorganismos como
bacterias, hongos, neméatodos y virus como bioinsecticidas (Valenzuela,

1987).

Muchos de estos tienen especificidad por su hospedero, lo que hace que
algunos no presenten actividad alguna contra ciertos insectos plagas. De
ahi la importancia en la bisqueda de nuevos microorganismos y nuevos
métodos de produccidén de bioinsecticidas para contrarrestar plagas que

muestran resistencia a ciertos bioinsecticidas.



Ademés de los beneficios que traeria para los pequefios agricultores el
uso de bioinsecticidas en cuanto a salud, estos son de aplicacion sencilla,
y menos costosos. Sin mencionar los beneficios en el ambiente, ya que
se estdn utilizando microorganismos endémicos que normalmente se

encuentran como saprofitos del suelo.

En Europa y Asia, la incorporacién de bioinsectidas en manejo intregado
de plagas ha tomado un rol muy importante, seria de mucha importancia
poder lograr la incorporacion de estos en los paises sub desarrollados
especificamente en los tréopicos por la enorme biodiversidad de
microorganismos, aun no descubiertos que pueden estar en peligro de

extincidn con la utilizacién de quimicos altamente nocivos.



IMPORTANCIA

Los dafios que causan al ambiente y al hombre los pesticidas quimicos,
han dado lugar a la utilizacién de pesticidas mdis seguros como los
bioinsecticidas. La inestabilidad de los bioinsectidas, asi como la actual
resistencia de algunos insectos plagas a los pesticidas basdndose en
microorganismos como el caso de Plutella xylostella con resistencia a
Bacillus thuringiensis, hace de interés la bisqueda de nuevos
microorganismos para el control de este tipo de plagas, y para otros
insectos blancos para los cudles los insecticidas actuales no tiecnen

actividad.

La mayoria de los bioinsecticidas a base de hongos entomopatégenos, son
ficilmente inactivados bajo las condiciones ambientales como
temperatura y exposicion a rayos UV, [Es de gran interés el poder
desarrollar un mico insecticida mas econémico y sobre todo més estable
ante condiciones ambientales y que el mismo pueda tener actividad

contra blancos especificos.



ORIGINALIDAD Y JUSTIFICACION

Hasta ¢l momento la produccion de los mico insecticidas ha sido en sustrato
solido y su tunico producto son conidias dreas, este método es muy
complejo, costoso, y lento. El poder utilizar el cultivo liquido como un
método de produccién mas rapido para la produccion de blastoesporas y
conidias sumergidas es de mucho interés, ya que las blastoesporas pueden
germinar en menos tiempo y se ha descrito que son més infectivas que las

conidias.

Se ha determinado que ingredientes como fuentes de C y N utilizados en la
produccién, y la forma de secado del ingrediente activo (esporas) van a
influir mucho en ¢l comportamiento del mismo ante condiciones

ambientales.

La originalidad de este trabajo radica en el poder producir ingrediente
activo en cultivo sumergido con diferentes fuentes de C y N para la
produccién de reserva enddgena, 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 especificos.



HIPOTESIS

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

resistentes a condiciones ambientales con actividad contra lepiddpteros.

OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL:
o Probar diferentes medios de cultivos liquidos utilizando diferentes

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

bassiana.

OBJETIVOS PARTICULARES:

e Disefio 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.

e Probar 2 soportes de filtracién (tierra d¢ diatomeas y caolin) y
determinar la viabilidad de las esporas.

e Probar 2 temperaturas de almacenamiento de los formulados y
determinar como influyen en la estabilidad del mismo.

e Determinar la proporcién de conidias y blastoesporas obtenidas en los

diferentes medios de cultivo disefiados.



ANTECEDENTES

Bioinsecticidas

La primera observacién sobre enfermedades en insectos data desde 1527,
reportada por Marcus Hieronymus Vid, y asi se han reportado un sin
nimero de parasitosis en insectos. Los insecticidas quimicos han sido
utilizados para el control de insectos en granos desde al menos 35 afios,
para protegerlos durante su almacenamiento. Recientemente ha
emergido el desconcierto por el uso de insecticidas quimicos debido a los
costos, a los dafios que ocasionan en el ambiente, y efectos adversos en

el hombre entre ellos la esterilidad y cancer.

Se han registrado también la resistencia de algunos insectos como
Rhyzopertha dominica a clorpirofos-metil, Sitophilus oryzae, y
Tribolium castaneum a la resmetrina y bioresmetrina; asi como también

la resistencia a los insecticidas biolégicos con Bacillus thuringiensis

(Rice et al, 1999).

Una alternativa para evitar el uso de insecticidas sintéticos para el
control de insectos, es el empieo reciente de microorganismos como:
Bacillus thruriengensis el cudl recientemente ha mostrado el problema de
resistencia por algunos insectos como Plutella xylostella, y uso de los
hongos entomopatégenos: 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 inséctiles se enfoca
principalmente en evitar la contaminacién ambiental, eliminar del uso de
productos quimicos para la disminucidon de téxicos y la resistencia en las
plagas, finalmente proteger a la fauna insectil benéfica (Valenzuela,

1987).

Los microorganismos que han sido introducidos en los ambientes en los
gltimos 15 afios han sido muy exitosos, por ser una forma de biocontrol
segura para los humanos y estable para el ambiente (Bidochka, 2001),
Hasta ¢l momento en la elaboracién de bioinsecticidas se ha destacado el
uso de Bacillus thuringiensis, Baculovirus, hongos entomopatbégenos
como: Paecilomyces fumosoroseous, Beauveria bassiana, Metarhizium

anisopliae.

Desafortunamente el 2% del mercado global de pesticidas, corresponde a
los bioinsecticidas, y el mayor porcentaje corresponde a los

bioinsecticidas quimicos (Bidochka, 2001).

Segin Feng et. al. (1994) se han considerado mucho factores para la
produccién de un buen bioinsecticida entre ellos:

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



e Crecimiento rdpido

e Virulenta.

e Se debe buscar un medio de 6ptimo de crecimiento que no sea costoso.

e Los productos deben ser aplicados a plagas con distintos aspectos
biolégicos.

e los productos formulados deben resistir el almacenamiento a
temperatura ambiente.

s No deben perder su viabilidad e infectividad.

Hongos entomopatégenos

Se ha estimado que existen 1.5 millones especies de hongos en ¢l mundo
de los cuales solo el 5% ha sido descrito (Hawksworth, 1991) , y solo
1000 comprenden hongos entomopatogenos (Humber & Tigano, 2002). De
los 700 hongos entomopatdgenos reportados solamente 12 han sido
seleccionados para el proceso de desarrollo contra insectos dafiinos:
Curculidae, Aphidae, Delphacidae, Cicadéllidae, Cercépidae,
Aleyrodidae, Cocoidea, Thysan6ptera, Coledptera, Lepidoptera

(Valenzuela, 1987).

Entre los hongos entomopatdgenos que se han utilizados en las ultimas
décadas estan: Pagecilomyces farinosus, Paecilomyces fumosoroseus,
Beauveria bassiana, Metarizhium anisopliae, Verticillum lecanii,

Entomophaga maimaiga. El mecanismo de accion de los hongos
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entomopatdgenos comprende 10 etapas importantes: fijacidon de la unidad
infectiva (esporas) a la cuticulas del insecto, germinacién de la unidad
infectiva, penetracion en el huésped, desarrollo del hongo en el hemocele
(blastoesporas), produccion de toxinas (Esto no ocurre en todos los
hongos entomopatégenos), defuncién del huésped, desarrollo extensivo
en los organos del huésped (hifas), penetracién de hifas en la cuticula,
avance hacia el exterior del insecto, produccion de unidades infectivas, y

dispersion de las unidades infectivas Ver Fig. 1 (Feng, 1994).

Lo que hace muy seguro el uso de hongos entomopatdégenos es su unién
directa con la fisiologia y ecologia del hospedero. El rango fisiolégico
del hospederc puede ser definido bajo condiciones de laboratorio las
cuéles favorece al entomopatogeno. Los hongos con un rango estrecho de

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

La formulacién de un mico insecticida tiene en mente dos objetivos: La
facil penetracion al blanco dentro de sus hébitats, la permanencia y

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

La conidia va a germinar unicamente si hay alta humedad en ¢l ambiente.
La infeccién de algunos entomopatégenos como B. bassiana va a
depender de la actividad enzimatica para la degradaciéon de proteinas,

lipidos, y quitina.
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Fig. 1 Ciclo de infeccién de hongos entomopatégenos.

Beauveria bassiana

Beauveria bassiana (Bals.) Vuillemin es un hongo Deuteromycete que se
encuentra dentro del grupo de los Moniléaceos, ha sido descrito como
saprofito del suelo (Bidochka, 1998), endé6fito de plantas de maiz y en
Carpinus caroliniana (Maccheroni, 2002) y también como patégeno de

insectos.

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

simpudolosporas o esporas en zig-zag. MacroscOpicamente presenta un



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

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

Este hongo puede producir tres tipos de esporas dependiendo de su forma
de produccion: conidias aéreas (cultivo sdélido), conidias sumergidas y
blastoesporas (cultivo liquido), las cuales varian en su interaccién
hidrofébica, viabilidad, virulencia y tamafio (Hegedus et al.,, 1992).
Algunos estudios de germinacién 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, vy

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 rdpidamente sobrepasando el

crecimiento de B. bassiana (Samsindkova, 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 ecnzimas como chitinasas (Leger et. al., 1993) y
proteinazas (Urtz and Rice, 2000; Kim et. al., 1999) las cuédles le

facilitan el proceso de penetracién en el hospedero posee un amplio
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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.

Hospederos

Muchos hongos poseen una extrema especificidad por su hospedero, y no
pueden infectar insectos que no son blancos, aunque se favorezca la
infeccion. Estudios de susceptibilidad han sido llevados a cabo bajo
condiciones de laboratorio, sin embargo al realizar las pruebas en campo los
valores pueden fluctuar un poco debido a la humedad y el estrés en las
poblaciones de insectos. (Roy & Pell, 2002). Alredededor de 200

especies de insectos, dentro de 9 ordenes han sido relacionados como
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hospederos de B. bassiana. Se ha podido aislar este hongo de casi todos

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

parasita insectos plagas en el sector agricola.

Posee la capacidad de controlar una de las principales plagas del algodén
Anthonomus grandis Ver Fig. 3 y el pardsito del algoddn de Estados
Unidos, Centro y Sur América Gossypium hirsitum (Wright, 1992) . B.
bassiana ha sido reportado también en ¢l escarabajo colorade de la papa,

Leptinotarsa decemlineata Ver Fig. 4.

Este hongo se utiliza 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 1a mosquita dorso de diamante (Vandenberg, 1998).

Pardsita también a la mosquita blanca de jardin Bemisia argentifolii Ver
Fig. 5 y a la mosquita blanca de hortalizas Bemisia tabaci Ver Fig. 6
(Landa,1994). B. bassiana es un honge de amplio espectro que no sélo
pardsita plagas agricolas, recientemente se ha observado que parasita a
insectos que pueden atacar las maderas de las casas, y parasitos de

animales como Alphitobius diaperinus (Castrillo & Brooks, 1998).
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HOSPEDEROS DE B. bassiana

Fig. 5 Bemisia argentifolii Fig. 6 Bemisia tabaci

También puede servir para el control de vectores como  Rhodnius
prolixus vector del mal de Chagas en zonas tropicales (Luz & Farguez,
1999) y recientemente en el control de Triatoma infestans (Luz et. al.,
1999). Estos hongos juegan un papel significativo en la regulacion de la
poblacién de los insectos en la naturaleza y pueden potencialmente ser

explotados con fines comerciales en el control bioldégico (Bidochka &
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Kamp,2002).

La seguridad de muchos agentes de control se encuentra directamente
relacionada con el rango fisiolégico y ecolégico de su hospedero. El
rango fisiol6égico del hospedero puede ser determinado bajo condiciones
de laboratorio y en muchos casos puede representar un escenario erroneo
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. E| rango ecolégico del hospedero
representa los hospederos que actualmente son infectados en el campo y
como es influenciado por el ambiente, y el comportamiento de los

hospederos potenciales (Roy & Pell, 2002).

Es muy importante considerar el rango fisiolégico y ecoldgico del
hospedero para observar interacciones potenciales entre enemigos
naturales. El potencial de infeccion directa de los blancos o presas por
hongos es solo una interaccion, sin embargo el papel de los blancos en la
trasmisidon y dispersion de hongos también es muy importante para su

manipulacién,

Plutella xylostella (L).
Plutella xylostella ha sido considerada como la plaga mas importante de la
cosechas de Brassica alrededor del mundo (Yeo et. al.,, 2001) . Es una

plaga importante en las tierras bajas de los trépicos y sub trépicos. En
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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):

Huevecillos: Son pequefios de menos de Imm de didmetro, 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 estdn en el
nltimo estadio larval, su color puede variar en coloracion de café claro
en los primeros dos estadios a verde oscuro en los ultimos. Se
encuentran normalmente en el envés de las hojas y entre las venas, Al

sentirse en peligro se¢ alejan rdpidamente 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 superficie de la hoja lo que la hace dificil de remover.

El adulto o polilla: puede medir de 8-10mm, su color puede ir de gris a

café. Se caracteriza por margenes triangulares en el borde de las alas. El
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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 atraidos

por feromonas producidas por las hembra.

Es una plaga frecuente en repollo, brocoli, coliflor, mostaza y cruciferas.
Su ciclo de vida puede completarse de 1-2 semanas, dependiendo de la
temperatura. En los trépicos, su ciclo de vida es corto en las tierras bajas,

es una plaga muy importante de ¢stacién seca.

Las larvas se alimentan de las hojas del repollo, preferiblemente de la parte
inferior y formando agujeros en las hojas. Pueden crecer en hojas jévenes

evitando su desarrollo.

Este i;lsecto es especialmente problematico 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 insecticidas

(Shelton & Wilsey, 1998).

Muchos hongos son aislados de P. xylostella pero solo algunos han sido
estudiados, recientemente se bhan descrito epizootias naturales en la

poblacién de P. xylostella asidtica. Los hongos Zoophthhara radicans (Yeo
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et. al.,2001), Beauveria bassiana y Paecilomyces fumosoroseus ( Ibrahim

Low, 1993) mostraron una eficacia potencial contra P. xylostella.

Fig. 7 Larva de 3er estadio de Plutella xylostella.

Factores que afectan la estabilidad

Existen numerosos factores que pueden afectar la estabilidad de los
hongos entomopatégenos entre ellos tenemos los factores abi6ticos como
la temperatura, rayos UV, humedad y textura del suelo, agroquimicos;
factores bidticos como: plantas, microorganismos y artropodos del suelo
(Keller, 1989; Noma, 2000). La temperatura €s uno de los factores mas
relevantes en el proceso de esporulacién y sobre vivencia de hongos

entomopatdgenos. Para muchos hongos la temperatura 6ptima oscila

&
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entre los 20-25°C, con un mdximo de 35°C y un minimo de 5-10°C. Estas
diferencias de temperaturas se relacionan con el numero de hospederos
que pueden infectar y con la rapidez con que se desarrolla la enfermedad

(Keller, 1989)

Estudios realizados por Luz y colaboradores en 1999, para determinar el
efecto de la temperatura sobre la esporulacién de B. bassiana
demostraron que la temperatura 6ptima para su esporulacién es de 25°C,
a temperaturas de 28-30°C [a esporulacién declina y a 35°C la
esporulacién se inhibe totalmente. La temperatura puede afectar también
la estabilidad y la sobre vivencia de las conidias de hongos (Keller,

1989) y el porcentaje de germinacién (Morley-Davies, 1995).

Otro factor que influye de manera notable es la exposicién a la luz solar
la cual afecta a la sobre vivencia debido a una rdpida desactivacién 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 viabilidad 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 viabilidad vy
actividad; y la migracién o movimiento de entomopatégenos e insectos.

La lluvia juega un papel muy importante en el movimiento vertical de los
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hongos entomopatdgenos, ya que la alta humedad favorece la viabilidad
(Keller, 1989), también la excesiva precipitacién puede afectar la
eficacia del patégeno, debido al lavado de las UFC cuando no se da una
buena adhesi6én de la conidia a la cuticula del substrato (Inglis et. al.,

2000) .

Algunos estudios han revelado que el movimiento de las conidias de
algunos hongos entre ellos B. bassiagna, difiere y depende del tipo de
suelo. Inglis y colaboradores (1998) reportaron que la eficacia de B.
bassiana en tres clases de suelos variaba notablemente sobre el efecto en
la ovo posicibn de Melanoplus sanguinipes, encontrando mayor
susceptibilidad y eficacia en los suelos arcillosos, debido a que estos
retienen el mayor porcentaje de humedad, lo cudl favorece la germinacion
de las csporas, y la preferencia de ciertos insectos a ovopositar en suelos

himedos.

En muchos bioensayos se ha reportado que los porcentajes mdas altos de
mortalidad se dan cuando la humedad relativa oscila entre los 75-100%

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

El uso de pesticidas quimicos, herbicidas y fungicidas muchas veces
puede tener un efecto inhibidor en algunos hongos entomopatdgenos, en

algunos estudios realizados in vitro se observo la capacidad de algunos
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insecticidas de inhibir el crecimiento de algunos hongos de los géneros

Beauveria y Melolontha (Keller, 1989).

Algunos hongos entomopatégenos se pueden inhibir al encontrarse en
presencia de otros hongos y bacterias, como es el caso de Penicillium
urticae 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 cuticula de los insectos lo que puede afectar el proceso de
germinacién de las conidias. Muchos artropodos juegan un papel muy
importante en el proceso de distribucién de los hongos entomopatégenos
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. Loépez y Olivares (1997)
reportaron que la especie Quercus ilex produce fenoles que pueden inhibir
el crecimiento de los hongos nematdéfagos y entomopatégenos: Verticillium
suchlaporium, Beauveria bassiana, ~Paecilomyces farinosus, Hirsutella
rhossiliensis, en mas del doble de su crecimiento normal. Todos estos
factores son de primordial consideracién en el procesos de desestabilizacién

de nuestros formulados.
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Cultivo

Dos factores nutricionales esenciales para la actividad microbiana son:
las fuentes de energia para el proceso metabdlico y para sintesis 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 disefiados para proveer el

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

Los nutrientes de una fermentaciéon pueden ser clasificados como fuentes
de carbono, nitrégeno, componentes inorganicos, y vitaminas de acuerdo

con su funcién principal en el medio de cultivo.

Se han explorado muchisimas fuentes de C para la produccion de hongos
entomopatégenos con el propdsito de encontrar una adecuada formulacién
que permita la alta produccion y la estabilidad del formulado. El objetivo
de formular un medio es el de proveer ingredientes ricos en algunos

nutrientes y deficientes en otros, que permitan un balance apropiado.

Para la produccion de hongos entomopatégenos se han utilizado 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; Samsindkovd, 1966), almidén de maiz (Pereira y Roberts, 1991},

quitina (Hegedus et. al., 1990) trehalosa, sorbitol, manitol (Bidochka et. al.,
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1990). El carbono representa el 50% de la biomasa producida en las

fermentaciones por tal motivo es ¢l nutriente de mayor concentracién en un

medio de cultivo, sin embargo no todos los carbohidratos pueden ser

utilizados como fuente de C en todos los microorganismos es decir que los

requerimientos nutricionales de los microorganismos varian. Mientras

algunos como Saccharomyces cerevisiae puede crecer solo en hexosas y

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

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

Tabla 1 Principales elementos presentes en los microorganismos

orcentaje de com

osicion (Zabriskie et. al., 1999).

Elemento Funcién Fisioldgica Peso seco %

Hidrégeno Constituyente de compuesto organicos y 8
agua

Oxigeno Constituyente de compuesto organicos y 20
agua

Carbono Constituyente de compuesto organicos 50

Nitrogeno Constituyente de proteinas, dcidos 14
nucleicos y coenzimas

Azufre Constituyente de proteinas y algunas 1
enzimas.

Fosforo Constituyente de 4cidos nucleicos, 3
fosfolipidos
y coenzimas,

Magnesio Co factor de numerosas reacciones 0.5
enzimaticas (ATP)

Manganeso Co factor de algunas enzimas 0.1

Calcio Co factor de enzimas (proteasas) 0.5

Hierro Constituyentes de citocromos, y co 0.2
factor de algunas
Enzimas

Cobalto Constituyente de la vitamina By, 0.03

Cobre Constituyente de algunas enzimas 0.03

Zinc Constituyenie de algunas enzimas 0.03

Molibdeno Constituyente de algunas enzimas 0.03
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Después del carbono y el oxigeno, el nitrogeno es el elemento mds
abundante en el material celular, y la sustancia mas completa en la
fermentacion después de la fuente de C. Las fuentes N son utilizadas
metabolicamente para la sintesis anabolica de material celular que
contiene nitrogeno como amino acidos, purinas, pirimidinas, proteinas,

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

Se pueden utilizar fuentes inorgéanicas de nitrégeno como: KNOj; (Thomas
et. al., 1986), NaNO; (Bidochka et. al., 1990) y (NH4);8S04 (Humphreys
et. al., 1989). Fuentes Organicas como peptona (Samsindkovd, 1966;
Barnes et. al., 1975; Hegedus et. al.,, 1990; Humphreys et. al., 1989;
Khachatourians et. al., 1987), levadura (Samsinakova , 1966; Hegedus et.
al., 1990; Humphreys et. al., 1989; Rombach et. al., 1988; Bidochka, et. al.,
1987), Liquido remojo de maiz (Blachere et. al., 1973) y casamino acidos

(Jackson et, al., 1997).

La falta de una adecuada formulacién de muchos microorganismos para el
control de insectos es una falla muy grande de muchos insecticidas
microbianos (Pereyra & Roberts, 1991). Hasta hace unos aiios el deseo del
poder formular blastoesporas de hongos entomopatdgenos resistentes a la
desecaciéon fue una meta muy atractiva para muchos investigadores por el
deseo de poder formular blastoesporas que son mucho maéis infectivas, que
puedan germinar en la aplicaciéon y producir conidias disminuyendo el

tiempo perdido para la produccidén de conidias. No fue hasta 1997 que
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Jackson y colaboradores, lograron producir en medio liquido blastoesporas
resistentes a la desecacién de Paecilomyces fumosoroseus. Se siguen
utilizando y buscando nuevas formulaciones que les permitan obtener

ingrediente activo més estable ante condiciones ambientales.

Produccién de mico insecticidas

El interés de los hongos para el posible control biolégico de plagas se ha
incrementado desde los 60's. Por lo que es de interés buscar nuevos
métodos de produccién a gran escala, que no sean costosos debido a las
grandes cantidades necesarias para la aplicacion en campo, y la dificultad

de mantener ¢l proceso estéril,

Las técnicas mds comunes para la produccién en masa de hongos
entomopatégenos son: el cultivo de superficie y el cultivo en dos fases, en
el cudl el hongo primero crece en condiciones sumergidas y luego esporula
en un medio s6lido o semis6lido. 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 superficie sin
embargo es muy intenso, laborioso y costoso. En cultives semi-sélidos es

muy dificil el control de factores relevantes como el pH.

El método favorito para la produccién a gran escala es el cultivo liquido en

una sola fase, en ¢l cudl se pueden producir esporas ¢n un corto tiempo. La

27



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

escalamiento son relativamente ficiles (Thomas et. al., 1987).

Sin embargo en cultive sumergido muchos hongos imperfectos no producen
conidia, produciendo micelio y blastoesporas en abundancia. Otro factor
muy importante en la produccién de mico insectidas es la formulacién,
mientras muchos hongos entomopatdégenos han sido formulados a base de
conidias. Algunos estudios han logrado obtener formulaciones de micelio
seco, por ser rapido, facil, y porque este puede permanecer viable (Peyra &
Roberts, 1989). Los formulados de micelio seco son empleados en campo

con resultados exitosos (Rombach et al., 1988).

Las Formulaciones en aceite han recibido considerable atencién en afios
reciente debido a que se incrementa la eficacia en los volimenes bajos de
aplicacién, y también en condiciones bajas de humedad (Groden et. al,,

2002).

Muchas compafiias que producen hongos entomopatdgenos en sustrato
sdlido utilizan arroz como sustrato. Muchas formulaciones del mercado son
polvos humectables, las cuales se logran al mezclar el hongo y algin
adyuvante, Existen aproximadamente 6 compaifiias de produccion de hongos
entomopatégenos en Brazil en la produccién de M. anisopliae, B. bassiana,

y 8. insectorum (Leite et. al,, 2002).
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Se han desarrollado un sin nimero de formas de cultivo para ¢l desarrollo
de hongos, especificamente B. bassiana ha sido desarrollado en cultivo
solido (Bidochka & Kamp, 2002) y cultivo liquido o sumergido
(Samsindkova, 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 fermentacion 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
producciéon de blastoesporas (Samsindkova, 1966, Bidochka et. al., 1987).
En cultivo sélido se ha observado la formacién de conidias areas las

cuales son mas resistentes a condiciones ambientales y menos virulentas.

Anteriormente se ha desarrollado a B. bassiana en medios liquidos con el
propésito de realizar estudios morfologicos, solo Goral (1971) en la ex
Unién Soviética desarrollo conidias sumergidas de este hongo en cultivo
liqguido con fines comerciales, ademds de su eficaz produccién en corto

tiempo son mas resistentes ante condiciones ambientales.

B. bassiana se ha producido comercialmente por paises como la ex Union
Soviética, Estados Unidos, México, Checoslovaquia, Colombia, Francia

Suiza y Venezuela (Butt et. al., 2001) Ver Tabla 2. A raiz de la actividad
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de B. bassiana contra la broca del café en Colombia, se crearon numerosas

empresas en la producciéon 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 Pais Manofactura
Boverin Union Soviética Former
AGO BIOCONTROL Colombia Agro Biocontrol
BASSINA 50

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 Unidos

Troy Biosciences

Ostrinil Francia Natural Plant Protection
Beauveria Sheweizer Suiza Eric Schweizer Seeds Ltd.
Proecol Venezuela Probiagro

Boverol Checoslovaquia

Boverosil Chevoslovaquia
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Tabla 3 Productos comerciales de B. bassiana elaborados en Colombia

(Flores, 2002)

Producto Esporas/g Manofactura
Cebiopest 1.2x10"° Fundacién Centro de Biotecnologia
Matabroca 7.9 x 10° Fundacion Centro de Biotecnologia
Brocaril 6.1 x 10° Laverlam
Brocaril 43x10"° Laverlam
Bassianil 1.0 x 10° Biocontrol
Conidia 8.2 x 10’ Agrevo
Conidia 52x10" Agrevo
Cepa Cenicafe 3.0 x 10’ Cenicafé
Cenicafé pilot 50x 10" a Cenicafé
plant 1.0 x 10"
Carrie + 2.0x 10" Cenicafé
kerosene
Matabroca 2.5x 10" Vecol
Micosplag 1.0 x 10° QOrius
Agobiocontrol 1.4 x 10° Onatec
Biogarden 2x 10" Biogarden Control Bioldgico
Bassiana AC
Sporen 21 2x10° Bioenlace 21 S.A.
Biogarden 2x10"° Biogarden

B. bassiana
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MATERIALES Y METODOS

Stock

Se activé la cepa GHA de Beauveria bassiana, a partir de un
formulado realizdndose diluciones seriadas hasta 10® e inoculandose
esta Ultima dilucién por estria 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 estri6 en varias placas
petri, y se incubd a temperatura ambiente por dos semanas.
Posteriormente con un escarpelo estéril se procedié a cortar las placas
previamente inoculadas, en cuadritos de lmm de didmetro. Se
colocaron 5 cuadritos en crio viales con 1ml de glicerol al 10%. Se
realizo un stock de 100 crio viales y se coloco en un congelador a -

80°C, para su posterior uso.

Inéculo

Se tomo un crio vial para cada ensayo, se coloco a temperatura
ambiente y con ayuda de un aza microbiolégica se homogenizo la cepa.
Con ayuda de una micro pipeta se tomo 100 pl, y se indculo en el
centro de placas de PDA para su distribucién con un esparcidor de
vidrio estéril. Estas placas se incubaron a temperatura ambiente por
dos semanas. Las conidias fueron resuspendidas adicioniandose 10 ml

de agua destilada estéril en las placas, desprendiendo las conidias del
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micelio con un aza microbiolégica. Se tomo 1ml de solucidn de

conidias para realizar diluciones en serie hasta 10* ml.

El conteo de esporas se realizo en una cdmara de Neubauer se contaron
16 cuadrantes, el total obtenido se dividié entre cuatro y se multiplico
por 10* que es el factor de dilucién de la cdmara, se realizoé con ayuda
de un microscopio de contraste de fase a 40x, Se utilizo la formula
VIC1/V2C2 para ajustar la concentracién a 1X107 esporas/ml en agua
destilada estéril, esta concentracion se¢ utilizo como inéculo para la

fase de precultivo.

Medios de cultivos

Se utilizaron cuatro medios de cultivos con diferentes concentraciones
de C y N:

1. M1 descrito por Jackson et al (1997).

2. T1 (glucosa , casamino 4cidos).

3. T2 (glucosa, liquido remojo de maiz).

4. T3 (glucosa, peptona).

Los medios T tienen como medio basal el descrito por Thomas et. al.
(1987) modificado, en cuanto a la concentracién de los metales Zn
(l.4g/1), Co (3.3g/1), y Mn (1.56g/1), CaCl,-2H,0 0.8 g/L, sin

Na;Mo00,.2H,0. Los medios de cultivo se realizaran en réplicas de 4,
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en dos fases: precultivo y cultivo, en matraces de 250ml. Estos fueron

esterilizados previamente a 121°C por 15 minutos.

Precultivo

La fase de precultivo se inoculé con 10 ml de 1X107 esporas/ml, en 90
ml de cada medio de cultive, en estos medios las fuentes de Carbono y
Nitrégeno fueron las siguientes: M1 (glucosa, casamino acidos), T1
(glucosa, casamino &cidos), T2 (glucosa, liquido remojo de maiz), y T3
(glucosa, peptona). Se colocaron en un agitador a 25°C, 300RPM por 3
dias. Se realizo el conteo de esporas al 3er dia, en una cdmara de

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

Al 3er dia se ajusto la concentracion de esporas de cada medio de
manera individual en 50 ml de agua destilada estéril a 1X10%

esporas/ml, para la fase de cultivo.

Cultivo

Se inocularon 10 ml de la concentracién de 1X10%® esporas/ml en
medios nuevos: M1 (glucosa, casamino acidos), Tl (glucosa, casamino
acidos), T2 (sacarosa, liquido remojo de maiz), y T3 (glucosa,
peptona). Los matraces fueron agitades a 25°C, 3080 RPM por 3dias.
Se realizd en conteo de esporas al tercer dia, los valores fueron

promediado y considerados como la produccion de cada medio.
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Separaciéon y soporte

Las cuatro réplicas de cada matraz fueron filtradas a través de una tela
de manta doble al vacio para separar las esporas del micelio. Se realizo
un conteo de esporas de cada filtrado. Se colocé 1 ml del filtrado de
cada medio con 1 gota de glutaraldehido al 0.1% con la finalidad de

detener la germinacién de las esporas para fotografiar la muestra.

Se procedié a incluir el filtrado de cada medio en dos soportes de
manera individual. Los soportes fueron: tierra de diatomeas, y caolin
ajustando la concentracion a 2X10'" esporas/g con la formula
esporas/mL x mL / 2.2 X 10" g, adicionandose el valor obtenido en
soporte. Se adicionaron los respectivos soportes por muestra hasta
obtener una meczcla homogénea, Se realizo la filtracidén de la mezcla en
un embudo de porcelana de bushner 1lcm de didmetro al cudl se le
pondra papel Whatman No. | de 11 em de didmetro. Se utilizara una
bomba al vacio conectada a un kitasato Pyrex de 1000 ml, Se vertid
sobre el filtro la solucién del hasta hacer una capa delgada, esto es con

el proposito de proteger y retener el mayor niimero de esporas.

Secado
Las muestras fueron secadas a temperatura ambiente de 26°C + 1 por
24 horas, colocandose en bolsas plasticas zip-loc almacenadas a 4°C y

26°C para los ensayos posteriores de almacenamiento. Se realizaron
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pruebas de viabilidad en placas de PDA de cada formulado después del
secado, colocando 0.01 g del formulado en 10 ml de agua destilada
estéril. Se hicieron diluciones en serie hasta 10® y se inoculo 100 pl

de las cuatro ultimas diluciones

Se determino el porcentaje de humedad de la muestra colocando una
pequefia muestra de los formulado, a temperatura de 80°C por 24
horas, se realizaron mediciones de la muestra antes y después del
secado hasta obtener un peso constante. Se determino el porcentaje de
humedad con la siguiente formula:

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

Viabilidad

Para los ensayos de germinacién se colocd 1.5 ml de cada filtrado en
50 ml de caldo Sabouraud en matraces bafleados de 250ml, se agito 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
germinacién con los formulados antes y después del secado, se colocd
200 mg de los formulados en 50 ml de caldo Sabouraud bajo las
mismas condiciones antes mencionadas. Los ensayos de germinacidn

se realizan para determinar la viabilidad de las esporas obtenidas.
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Almacenamiento

Como se menciono anteriormente los formulados fueron almacenados a
4°C y 26°C, se tomo 0.01 g de cada formulado en 10ml de agua
destilada estéril obteniendo una dilucién de 107, a partir de esta se
realizaron diluciones hasta 10, Para la prueba de viabilidad en placas
de PDA se inocularon 100 ul en cada placa por triplicado y
esparciéndose con una esparcidor de vidrio estéril. Estas pruebas
fueron realizadas mensualmente, las diluciones fueron disminuyendo a
medida que paso el tiempo. Se procedi6 ha realizar la diluciéon donde
se observaron UFC en la placa de 30-300 colonias del mes anterior y

dos diluciones anteriores a esta.

Bioensayos contra Plutella xylostella

Los bioensayos fueron realizados con larvas de 3er estadio de Plutella
xylostella.  Las larvas fueron alimentadas con hojas de brécoli y
mantenidas en una cdmara bioclimitica baja condiciones controladas
de luz hasta tener el estadio adecuado. Se utilizaron 10 larvas por
tratamiento, las cuales fueron sumergidas en una solucién 1 x 10°

esporas/ml de cada medio del cultivo después del filtrado.

En el caso de las formulaciones se realizo una dilucién y conteo en
placas PDA, esto con el propésito de saber cuantas esporas de las

inoculadas eran viables en el formulado.
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La inmersién de larvas fue por 30 segundos, se procedidé a tomar las
larvas en un pincel y a colocarla sobre una hoja de brécoli pequefia
encima de placas de 5.5 ¢m de didmetro con agar agua al 1.5%, esto
con el propésito de mantener la humedad de la hoja. Se realizo el
conteo de larvas muertas diariamente colocando las mismas sobre
Papel Whatman No. 1 himedo en una placa de petri de 9.5 cm, con la

finalidad de provocar la esporulacién del hongo.

Las larvas micosadas con B. bassiana presentaron inicialmente un

color amarillo-naranja o rosa, durante la esporulacién la larva presente

el color blanco caracteristico del micelio.

DISENO EXPERIMENTAL

Para el andlisis de los datos se¢ realizarda una ANOVA simple, se

utilizard un intervalo de confianza de 95%.
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RESULTADOS

Produccién

Los datos de produccion del ingrediente activo de B. bassiana GHA en los
diferentes medios fueron para: M1 2.2 X 10° esporas/ml, T1 6.0 x 10%
esporas/mi, T2 7.2 x 10° esporas/ml, T3 1.6 x 10° esporas/ml. En el
anéilisis estadistico se encontraron diferencias significativas (a: 0.05) de T2
con respecto a M1, Tl y T3 entre estos tres Gltimos no se encontraron diferencias

significativas (Ver Fig. 8).

1e+10 -1

Esparas/mi

1e+8 -

M1 T1 T2 T3
Medios de cultivo

Fig. 8 Produccién de ingrediente activo de Beauveria

bassiana GHA, en medios liquidos con diferentes
fuentes de C y N.
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En cuanto al ingrediente activo de B. bassiana desarrollado de los medios

se observaron blastoesporas en los medios M1, T1 y T3 (Ver Fig. 9,10,12) y ‘
conidias sumergidas en el medio T2 (Ver Fig. 11). |
I |
|

d

i

3

¢
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Il

Fig. 11 Ingrediente activo del medio T2 Fig. 12 Ingrediente activo del medio T3 ‘
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Germinacién

Al realizarse la pruebas de germinacién a las 10 h, del ingrediente activo
de B. bassiana GHA en soporte hiimedo y seco en tierra de diatomeas, T2 y
T3 presentaron la mas alta germinacion. En soporte himedo T1 mostré
diferencias significativas («:0.05) y en soporte seco Ml y T1 mostraron

diferencias significativas (Ver Fig. 13 y 14).

100 4 .l- N 100
B0 80
E 80 - % 60
$ 8
E ‘0. E w_
0 - -
0 - 04—
M1 T T T3 M1 T L] K]
Fig- 13 Germinacion a las 10 h del mgrediente activo Fig. 14 Germinackén a las 10 h el ingredients activo
de . bassiana GHA an soporie amedo de de 8. bassiana GHA en soparie seco de tiema
fiorra de diatomens.

Ge dstomeas.

A las 12 horas de germinacion en soporte himedo y seco con ingrediente
activo de B. bassiana GHA e tierra de diatomeas, no se encontraron
diferencias significativas entre los medios, En soporte seco T2 mostré la
germinaciéon mds alta, solo M1 mostré diferencias significativas (a:0.05) al

comparar la germinacién en soporte himedo y seco entre los medios (Ver

Fig. 15 v 16).
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Fig. 15 Germinacién 5)as 12 n del ingrediente activo Fig. 18 Garminacitn 2 lag 12 h del Ingredients active
de B. bassians GHA en sopaste himedo de de B, bassiana GHA en soporte seco de
tierra de datomeas. tievra da diatomeas.

A las 14 horas de germinacidén en soporte himedo y seco de tierra de
diatomeas no se observaron diferencias significativas («:0.05), al comparar
entre los medios el soporte himedo y seco no se observaron diferencias.

(Ver Fig. 17 y 18).
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. 17 Genminacién a las 14 h del ingredients activo Fig. 18 Germinarion alas 14 h def ingredients activo
o de £, ;asym:é:nensupa%ehun:doda ¢a B bassiana GHA en soporte secy de

tiarra de diatomeas. tiara de dislomeas.
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En cuanto a las pruebas de germinacién en caolin a las 10 h en soporte
himedo solo T3 mostré diferencias significativas (a: 0,05) , en soporte seco
no hubo diferencias entre los medios. Al comparar en los medios soporte

himedo con soporte seco T1 mostrd diferencias (Ver Fig. 19 y 20).

100 - T 100
80 I
80
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§ £
o g 80
: 8
: P
£ %‘ @
: B
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o
20
0 -
Wt T 72 7 o - o e
Fig. 10 Germwmacion a lss 10 da) ingrediants activo
b de B passiens GHA an mpoze humedo de Fig. 20 Germinacion a las 10 h def ingrediante activo
cgolln de 3. bassiane GHA en soporia seco de caolin,

A las 12 horas de germinacién del ingrediente activo de B. bassiana GHA
¢n soporte himedo de caolin, T3 mostré diferencias significativas (a: 0.05)
con los demés medios. En soporte seco no se observaron diferencias. Al

comparar soporte humedo y seco entre los medios no se observaron

diferencias (Ver Fig. 21y 22).
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Fig. 21 Genminacitn 3 las 12 h del ingredients activo Fig. 22 Geminatin a las 12 horas del ingredienta activo
:ﬁbmam@%m%emnﬂode de B. bassiana GHA en soporte saco de
n. caofin,

A las 14 horas de germinacion en soporte humedo y seco de caolin no se
observaron diferencias significativas (a:0.05), al comparar entre los medios

el soporte himedo y seco no se observaron diferencias. (Ver Fig. 23 y 24).
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Fig 23 Garminacion g las 14 h del Ingredienta activo Fig. 24 Germinacién a 1as 14 h del Ingredients active
de B bassiana GHA an soporie himeda de g: o?!n bassana GHA en sopore seco de
caolin 2
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Al realizar las pruebas de germinacion se observo la formacién de una conidia

sumergida a partir de una blastoespora mejor conocido como microciclo, este
k]

fenomeno puede variar de una cepa a otra, todavia no se conoce el porque del

mismo.

Fig. 25 Microciclo observado en los medios durante
la germinacidn.

BDISDI DI | AN \

Con los datos de germinacién se sacaron los valores de tolerancia a la
desecacion de las esporas después del secado, no se encontrarén diferencias

significativas (:0.05) entre los medios y ni entre los soportes, el medio T2

presento mejor tolerancia a la desecacién en los dos soportes (Ver Tabla

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

Medios de cultive Tierra de diatomeas Caolin

M1 5% 79 %

T1 84 % 90 %

T2 90 % 96 %

T3 83 % 94 %
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 mas estable ante dichas condiciones de
almacenamiento. Las diferencias significativas (:0.05) se pueden observar

en las Tablas mediante letras (A, B, C).
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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 liquido con diferentes fuentes de C y N.

Mes

ler 2do 3er 4to Sto 6to

Ml 5.1x107* 50x10"* 45x10"* 50x10"* 35x10"* 3.5x1074
T2 23x10%% 14x10%® 99x10"* 70x10* 79x10’® 85x10"B

T3 1.0x10°¢ 1.0x10"* 11x10"* 85x10°* 29x10°* 30x10°¢

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 mecdios de cultivo liquido con diferentes fuentes de C y
N.

Mes

ler 2do 3er 4to Sto

M1 14 x10™4 1.9x10°4 51x10°A 58x10%4
T2 2.7x 108 22 x10°*%  28x10’® 71x10** 25 x10°A
T3 35x%x 10* B 3.5x10%4 40x10°4

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

Los valores de almacenamiento durante 6 meses de los diferentes medios de
cultivo con el ingrediente activo de B. bassiana GHA, caolin 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 M1 se comportan casi igual, no

47



muestran  diferencias significativas («:0.05) entre ellos, T3 mostré
diferencias con M1. Las diferencias significativas se pueden observar en
las Tablas mediante letras (A, B, C). M1 fue el mejor medio a ambas
temperaturas de almacenamiento en caolin.

Tabla No. 7 Almacenamiento a 4 °C durante 6 meses del ingrediente

activo de B. bassiana GHA en caolin desarrollado en medios de cultive
liguido con diferentes fuentes de C y N.

Mes

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

ML 18 x10%* 82x107* 33x10'* 67x10"* 2.1x10"* 57x10°4
T2 3.1x10°® 1.5 x10®4 45x10"* 61x10'* 6.0x10'% 26x1074P
T3 35x107% 19x10°®  19x10"® 53x10°® 19x10°* 96x10°®

Nots: fas 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 caolin desarrollado en medios
de cultivo liquido con diferentes fuentes de C y N.

Mes
ler mes 2do mes 3er mes 4to mes
M1 34 x10°A 3.6 x 1074 2.6 x 10%2 5.6x 10°A
T2 1.5x10%®8 26 x10°8 2.1x10°8 96x10°%8
T3 51x10°B 1.8x10°8 23x10°8

Nota: las unidades de almacenamiento se dan en esporas/g.
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La mejor temperatura de almacenaje para los formulados fue 4°C, se pudo
observar que los factores que influyen en la estabilidad del formulado son:

formulacion del medio de cultivo, temperatura de almacenaje, soporte.

Bioensayos contra Plutella xylostella

Los resultados de los bioensayos del ingrediente activo de B. bassiana GHA
en los controles negativos no se reporto mortalidad, ni micosis (Ver Fig.
26), en los diferentes tratamientos filtrados y formulados almacenados a
4°C en tierra de diatomeas y en caolin contra larvas de 3er estadio de P.
wylostella se observo inicialmente una coloracién de naranja a rosada y la

esporulacion progresiva del hongo (Ver Fig. 27-29) .

BIOENSAYOS

Fig.26 Larva de 3er estadio de Fig.27 Larva de Jer estadio de
P. xylostella, control -. P. xylostella, control +.
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Fig. 28 Micosis inicial en larvas de Fig. 29 Micosis total en larvas de
3er estadio de P. xylostella. 3er estadio P. xylostella

Los porcentaje de micosis acumulada se pueden observar en la Tablas No.
9-11. El medio T2 en ambos soportes y en el filtrado presento mayor

micosis, sin embargo no se encontraron diferencias significativas (a: 0.05).

Tabla No. 9 Porcentaje acumulative de micosis de larvas de 3er estadio
de Plutella xylostella tratadas con formulaciones de B. bassiana GHA en
tierra de diatomeas.

Dias
1 2 3 4 5 6 7 8
MITD 0% 0% 0%  20%  50% 70%  80%  80%
TITD 0% 0% 0%  20%  50% 80%  80%  80%
T2TD 0% 0% 0%  30%  70% 90%  90%  90%
T3ITD 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%

NOTA: Para el bionsayo se utilizaron 10 larvas para cada ensayo con al menos dos repeticiones; solamente
s¢ presentan las larvas muertas con crecimiento micelial externo, control + Conidias aéreas, control — agua
destilada estéril con Tween 80, y agua destilada con Tween 80 y tierra de diatomeas
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Tabla No. 10 Porcentaje de micosis en larvas de 3er estadio de Plutella
xylostella tratadas con formulaciones de B. dassiana GHA en caolin

Dias

1 2 3 4 5 6 7 8

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

TIC 0% 0% 0% 2000 0% 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% 930% 90%
C- 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%

NOTA: Para el bionsayo s¢ utilizaron 10 larvas para cada ensayo con una repeticién; solamente se
presentan las Jarvas muertas con ¢recimiento micelial externo, , control + Conidias aéreas, control — agua
destilada estéril con Tween .

Tabla No. 11 Porcentaje de micosis en larvas de 3er estadio de Plufella
xplostella tratadas com filtrados de B. bassiana GHA de los diferentes
medios de cultivo

Dias
1 2 3 4 5 6 7 8
MI1F 0% 0% 90% 100% 100% 100% 100% 100%
TIF 0% 0% 90% [00% 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: Pars ¢l bionsayo sc utilizaron 10 larvas para cada ensayo con una repeticion; solamente se
presentan las larvas muertas con crecimiento micelial externo, , control + Conidias aéreas, canteol — agus
destilada estéril con Tween .
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DISCUSION

Produccién

En este estudio se encontrd variabilidad en la producciéon 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 produccién de B. bassiana en cultivo
liguido, con una proporcién de C: N de 5:1, una agitacién de 150 RPM a
27°C, e in6culo de 5.0 x 10*a 1.0 x 10° esporas/ml, obtuvo una produccion

final 5 X 10%esporas/ml

Sin embargo en la produccién de otros hongos como: Paecilomyces
fumosoroseus en proporciéon de C: N de 10:1, agitacién de 300 RPM a 28
°C por 3 dias, e in6culo de 1 x 10° la produccién final fue 8.8 x
lOsesporas/ml (Jackson et. al., 1997). En nuestro estudio los valores mas
altos fueron para el medio T2 con una proporcion C: N de 2:1 , con
agitacién de 300 RMP a 25°C por 3 y 6 dias , e inéculo en precultivo de
1x10” esporas/ml y en cultivo de 1 x 10* esporas/ml, obtuvimos una
produccién en precultivo de 1.7 x 10° esporas/ml y en cultivo 7.18 x 10°
esporas/ml. Los valores obtenidos son mds altos que los mencionados
anteriormente, también debemos considerar factores come la temperatura, la

proporcidn C: N, y la aeracién. En nuestro trabajo la temperatura y la
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proporcién C:N es menor que la utilizada en los estudios anteriores. Lo que
nos sugiere que la proporcién C:N juega un papel fundamental en la

producciéon (Feng, 1994).

Se ha reportado que ha excesiva aireacion de 300 RPM o revoluciones
mayores se produce mucho micelio y poca esporulacién, encontramos que
en ¢l medio T2 la produccién de micelio es minima en comparacion a los
otros medios de ahi 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 €l N se observa mayor

esporulacion (Thomas et. al., 1987).

En cuanto a la clase de esporas encontradas en los medios tenemos que los
medios M1, Tl y T3 presentan mayor numero de blastoesporas, y en T2 se
observaron mayor cantidad de conidias sumergidas. El medio Ml antes
desarrollado para la produccion de blastoesporas de Paecilomyces
fumosoroseus por Jackson (1997) nos dio resultados consistentes con B.

bassiana.

El medio Tl 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 nitré6geno como la peptona, neopeptona,
triptona y extracto de levadura no permiten la formacion de conidias en

cultivo sumergido (Thomas et. al. 1987), sin embargo la produccién de
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blastoesporas es abundante, lo que concuerda con los resultados obtenidos
en el medio T3 cuya fuente de N es peptona donde se observo mayor

nliimero de blastoesporas.

Estudios realizados en produccién de B. bassiana utilizando peptona como
fuente de N reportan la produccién 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, bajo algunas
condiciones de cultivo se ha observado que las blastoesporas producidas en
la fase estacionaria aproximadamente en el 4 a 5 dia de produccion, pueden
dar lugar a conidias sumergidas sin pasar por el crecimiento micelial, este
fenomeno es denominado microciclo (Thomas et. al.;, 1987). En este

estudio se observo ¢l fenémeno de microcicle en los medios M1, Tl, y T3.

Aunque se utilizé la sacarosa como fuente de carbono ya que por reportan
mencionan mayor produccién de blastoesporas (Blachere, 1973), en nuestro
estudio obtuvimos la produccién de conidias sumergidas, por lo que
sugerimos que el nitrégeno en este caso liquido remojo de maiz tiene un
papel determinante en la clase de espora producida. Estudios realizados
con H. thompsonii en ¢l cual utiliza sacarosa como fuente de C y ligquido

remojo de maiz como fuente de N en una proporcién 3:1 demuestran que al
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incrementar la proporcién del Liquido remojo de maiz se obtiene la

formacion de conidias sumergidas (Rombach, 1988).

Datos corroborados en nuestro estudio con B. bassiana donde las fuentes de
C y N fueron sacarosa y liquido remojo de maiz en una proporcién 2:1, y se

observo la mayor produccién de conidias sumergidas.

Germinacién

Pudimos obscrvar la germinacion de nuestros filtrados fue médxima en todos
los medios a las 10 horas, lo reportado en la germinacion 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 cultivo fresco
pueden variar para blastoesporas se han reportado 10 h, para conidias 20 h,
la germinacién en fuentes de N limitada puede ser mis lenta que en fuente

de C (Lane & Trinci, 1991).

Esto nos sugiere que nuestro ingrediente activo son blastoesporas, sin
embargo para €l medio T2 la morfologia circular no concuerda con la

morfologia 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 liquido remojo de maiz respectivamente, sin embargo
también se han reportado produccién de conidias sumergidas en esta fuente

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

conidia sumergida debido a que posee patrones de germinacién de una

blastoespora.

Algunos estudios realizados para determinar el porcentaje de desecacién de
Paecilomyces fumosoroseus han reportado el 79% (Jackson et. al., 1997),
69% en LMI1 y 21% en LM2 (Sandoval et. al., 2001), Nuestro trabajo
reporta un porcentaje de tolerancia a la desecacién para B. bassiana en
tierra de diatomeas de 75% para M1, de 67% para T1, 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 mas altos que los reportados para otros hongos

cnltomopatdgenos.

Al realizar las pruebas de germinacion después del secado en tierra de
diatomeas y caolin, obtuvimos valores més altos de germinacion en caolin
en todos los medios a excepcion de T3, lo que concuerda con datos
reportados por Sandoval et. al. (2001), donde los valores mas altos de
germinacidén de blastoesporas de P. fumosoroseus se obtuvieron para las
formulaciones en caolin. Para caolin nuestro porcentaje de tolerancia a la
desecacién fue para M1 de 78%, para T1 de 88%, para T2 de 97% y para T3
de 94%, Datos similares fueron reportados por Sandoval et. al. (2001) en la
viabilidad después del secado en los medios LM1 y LM2 de 94.8% y 75.2%

respectivamente, para P. fumosoroseus lo que nos indica que nuestro
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nuestros en caolin caen dentro de los valores promedios reportados para

otros hongos entomopatdgenos.

Cuando se obtienen fuentes de N inapropiadas para la produccion de
esporas se obtienen valores muy bajos de tolerancia a la desecacién como la
peptona de colagena reportada en el medio LM2 (Sandoval et. al., 2001).
Estudios anteriores han demostrado que la fuente de N puede influenciar la

tolerancia a la desecacion en cultivos liquidos (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
entomopatogenos (Jackson et. al., 1997; Stathers et. al., 1993).
Gencralmente las esporas almacenadas en la oscuridad, seca y a baja

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

Observamos que el soporte y los medios de cultivo tenian cierta influencia
en la estabilidad de nuestro formulado, nuestros resultados durante los
meses de almacenamiento fueron variables de un mes a otro, sin embargo

durante el ultimo mes (6to) se encontraron diferencias significativas 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 blastocsporas de P. fumosoroseus, de ahi el porque la
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diferencia de la estabilidad de nuestro formulado debido a que la humedad
relativa en condiciones de almacenaje es muy diferente a ambas

temperaturas.

Debemos mencionar que la humedad de las muestras de este estudio fue
menos de 1%, los valores de humedad é6ptimos van de 2-5%, lo que nos
indica que s} mejoramos nuestro sccado para que sea mds controlado nuestra
viabilidad puede mejorar en condiciones de almacenaje. Con diferentes
soportes el secado puede ser diferente reduciendo asi la estabilidad del
mismo durante el almacenaje (Sandoval et. al., 2001) en nuestro estudio

obtuvimos mayor viabilidad en soporte de caolin a temperatura ambiente.

Estudios de germinacion realizados con conidias almacenadas a diferentes
temperaturas han reportadoe que la [ongevidad de las conidias disminuye
cuando aumenta la temperatura de almacenamiento, la longevidad de las
blastoesporas es dependicnte de la temperatura, a una temperatura dada las
blastoesporas pierden su habilidad de germinar en un medio con agar mucho

mas rapido que las conidias (Lane & Trinci, 1991 ).

La viabilidad de las conidias declina en diferente medida dependiendo del
medio de almacenaje (Stathers et. al., 1993), Debemos considerar que ¢l
tipo de ingrediente activo conidias aéreas, conidias sumergidas, y
blastoesporas posecen diferente estabilidad, siendo las blastoesporas las

menos estables (Hegedus et. al., 1992).
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Se ha estimado que las conidias necesitan permanecer viables al menos 7
semanas para ser utilizados como agente de control biolégico (Clark et. al.,
1968), sin embargo Couch & Ignoffo sugieren que el tiempo de vida de un
biopesticida debe ser de 12-18 meses, o 3-6 meses si el patdégeno es
requerido para una aplicaciéon en un tiempo especifico (1981), Algunas
conidias almacenadas durante 2-3 meses a temperatura refrigeradas son
estables, sin embargo a temperatura ambiente tropical la viabilidad se puede

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

En nuestros resultados los formulados almacenados a temperatura
refrigerada poscen viabilidad mas alta, que los formulados a temperatura
ambiente, sin embargo hemos obtenido que en los medios M1 y T2 los
formulados a temperatura de 26 + 1 °C pueden permanécer estables hasta ¢l

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

En cuanto a los medios utilizados 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 glicégeno, 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 funcién de la carbohidratos de reserva es proveer al
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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 utilizable (Bidochka et. al., 1990).

Desde el punto de vista de la fuente de N el incremento en la reserva
endégena en cultivos limitados de N pueden incrementar la sobre vivencia
durante ¢l almacenamiento (Lane & Trinci, 1991), sin embargo estudios
realizados con blastoesporas han determinado que la fuente de N, juega un
papel muy tmportante ante condiciones de almacenamiento. Datos que
confirman en nuestros resultados los medios T2 y T3 cuya tnica variante
fue la fuente de N, y se encontraron diferencias significativas a ambas
temperaturas en tierra de diatomeas, sin embargo en caolin no se
encontraron diferencias significativas entre T2 y T3, pero si entre estos y
M1 cuya fuente de N ¢s casamino acidos. Lo que nos indica que la
estabilidad de pende de muchos factores: Temperatura, humedad, secado,
formulacion y soporte. En tierra de diatomeas a temperatura de 4°C todos
los medios presentaron diferencias el mejor medio fue T2 con 7.9 x 107
esporas/g, a 26°C el mejor medio fue T2 2.8 X 10° esporas/g , sin embargo
en caolin a 4 °C los medios M1 y T2 fueron mejores no se encontraron
diferencias significativas en los valores de 2.6 x 107 esporas/g y 5.7 x 10’
esporas/g respectivamente, a 26°C ¢! mejor medio fue M1 con 2.58

esporas/g.
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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 aqui muestran que
al realizar bioensayos con filtrados las mortalidad es mdés ripida esto es
debido a que cuando se utilizan soportes la germinacidn se mas lenta por lo

cudl 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 mortalidad, en
nuestro estudio ¢l medio T2 en tierra de diatomeas dio el porcentaje de
micosis acumulada fue igual a la del control positivo (conidias aéreas) de
un 90%, en el caso de T2 en caolin y del filtrado el porcentaje de micosis
acumulada fue de 100%, en los controlcs negativos se observo 0% de
micosis acumulada, no se encontraron diferencias significativas (<: 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 mortalidad que los controles negativos. Lo que a su vez descarta que
el soporte pueda causar algin factor adverso en las larvas tratadas, y que la

mortalidad se debe principalmente por el hongo, estos datos fueron
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confirmados al determinar el porcentaje de micosis acumulada en las larvas

tratadas.

Sin embargo los datos aqui obtenidos presentan una alternativa para la
producciéon de ingrediente activo de B. bassiana donde ¢l proceso ademas
de ser mas rapido, y econdmico es también efectivo debido a que la

formulacion utilizada mantiene si virulencia y en algunos casos es superior

al control positivo
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CONCLUSIONES

. El mejor medio para la produccién de esporas fue T2,

. Tierra de diatomcas B. bassiana crecida en medie T2 , antes y

después del secado presento mayor germinacion.

. En caolin B. bassiana crecida en medio T2 , antes y después del

secado presento mayor germinacion.

. B. bassiana crecida en medio T2 presento mejor estabilidad en UFC a

4°Cyal6é+1°C, alos6 meses de almacenamiento.

. B. bassiana crecida en medio T2 presento mejor estabilidad en UFC a

4°C,yMla26+1°C alos 6 meses de almacenamiento.
. Nuestros resultados indican que si hay influencia del medio de
cultivo en la produccidn, clase de esporas, germinacion y estabilidad

durante el almacenaje.

. Si hay influencia de la temperatura y el soporte utilizado en la

cstabilidad del formulado almacenado.
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RECOMENDACIONES

. Realizar el secado bajo condiciones controladas de temperatura y

humedad.

. Continuar las pruebas de almacenamiento por al menos 1 afio.

. Produccién de diferentes cepas de B. bassiara con los medios de

cultivo probados.

. Produccién de otros hongos entomopatogenos en los medios

estudiados para comparacién.

. Realizacién de bioensayos con diferentes insectos como mosquita

blanca.

. Realizar un SDS PAGE para determinar las toxinas producidas en

los medios de cultivo.

. Realizar pase de larvas micosadas a larvas sanas para incrementar

la virulencia.

Aislamiento y produccién de hongos entomopatégenos endémicos.
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