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INTRODUCCION

Los hongos entomopatdgenos constituyen un factor importante de regulacion
natural de poblaciones de especies de insectos plaga por lo que son considerados con un

alto potencial como agentes de control bioldgico.

El uso de grandes cantidades de agroquimicos ha provocado la contaminacién del
suelo, agua y productos vegetales. Al mismo tiempo el excesivo empleo de estos ha
creado resistencia de plagas, misma que se hereda y se intensifica en las generaciones
subsecuentes, con la aparicion de plagas secundarias inducidas al eliminar enemigos
naturales, acumulacion en el medio ambiente de residuos, destruccion de la flora y fauna

silvestre benéfica e intoxicaciones en animales y el hombre.

Las ventajas de utilizar enemigos naturales para el combate de insectos plaga esta
adquiriendo cada vez mayor interés en varios paises del mundo. En México el uso de
esta tecnologia se ha empleado en diversas zonas, donde los productores cada dia
manifiestan un mayor empleo por el control bioldgico, permitiendo incorporarlo dentro
de programas de manejo integrado de plagas. Los hongos entomopatogenos, se han
empleado con muy buenos resultados en el control de mosquita blanca, mosca prieta,

broca del café, langosta, gallina ciega entre otros.

Desde hace mas de 30 anos diferentes instituciones en el mundo han dirigido su
atencion en buscar técnicas efectivas y econdmicas que permitan producir masivamente
hongos entomopatogenos. Desde el punto de vista econdmico, la produccion de hongos
se ha ido orientado en la produccion de esporas. En el caso de México se encuentran
algunas instituciones dedicadas a la produccion e investigaciéon a la produccion de

entomopatogenos. La Direccion de Sanidad Vegetal a través del Centro Nacional de



Referencia de Control Biologico en el Estado de Colima, asi como la aparicion de
diversos laboratorios particulares dedicados a la produccion 'y formulacioén de productos

a base de Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae por mencionar algunos.

En los ultimos afios se han obtenido resultados 6ptimos con el uso de los hongos
entomopatogenos como factores de regulacion de plagas agricolas. Se puede sefalar
como ejemplo a Brasil que emplea Metarhizium anisopliae para el combate de la
mosca pinta, Manarva poticala en caia de azlcar. En Africa se emplean formulaciones
en aceite de conidias de Metarhizium spp. para el combate de Schistocerca gregaria.

Aislados de B. bassiana se utilizan contra picudo algodonero en EUA.

Acorde a su forma de reproduccién los hongos entomopatdogenos pueden
producir diferentes estados vegetativos de crecimiento, masa miceliar dispersa,
agregados en forma de esferulas, blastosporas, conidos aéreos y conidios en cultivos

sumergidos semejantes a los conidos aéreos.

Comunmente es preferible la produccion de conidios por ser, los estados
reproductivos mas infecciosos, para su produccion se utilizan substratos sélidos como
cultivo, generalmente granos de cereales precocidos como es el arroz, trigo, salvado por

ser estos mas economicos.

En el caso de B. bassiana y M. flavoviridae se han logrado disefiar medios de
cultivos para la obtencion de conidios en cultivos sumergidos semejantes a los obtenidos

en substratos solidos.

Desde el punto de vista econdmico la utilizacion del arroz como el mejor sustrato
en la produccion masiva de los hongos entomopatdgenos es mejor para producir una
mayor concentracion de conidios en un menor tiempo, y costos obteniéndose un

producto biologico de mejor calidad.



Si bien es cierto que el control bioldgico ha adquirido importancia en el combate
de plagas agricolas, esto se ha presentando mas por una situacion de conciencia
ecoldgica. Actualmente existen mas de 2500 especies de gérmenes entomopatdgenos
descritos, de estos menos del 10% son reproducidos masivamente y menos de 1% se
comercializan. Dentro de este grupo de agentes potenciales del control biologico, los
hongos del orden Entomophthorales y los Hyphomycetes, Metarhizium anisopiae,
Beauveria bassiana y Verticillium lecanii, estan siendo fuertemente estudiados en todo

el mundo.

A través de esta investigacion se pretende demostrar el efecto de dos cofactores
de crecimiento, el extracto de malta y el extracto de levadura sobre los niveles de
produccion de esporas de una cepa de Beauveria bassiana, empleando el substrato
tradicional del grano de arroz como soporte de produccion de micelio de este hongo

entomopatdgeno.
Para la realizacion del presente trabajo se plantearon los siguientes objetivos.

¢ El establecimiento de un procedimiento de crecimiento de Beauveria bassiana.

» Determinar el efecto del extracto de levadura y extracto de malta sobre los niveles de

L)

esporulacion de B. bassiana

¢ Demostrar la actividad de las esporas recuperadas de B. bassiana

s HIPOTESIS.

Los cofactores de crecimiento, extracto de malta y el extracto de levadura

incrementara la produccion de esporas B. bassiana, manteniendo la actividad

bioinsecticida de los conidios producidos.



RESUMEN

Se aisl6 una cepa de Beauveria bassiana a partir de una larva de Phylophaga sp

recuperada del municipio de Jerecuaro Guanajuato.

A partir de este aislado se efectuaron experimentos para determinar el efecto que
el extracto de levadura y el extracto de malta tienen sobre los niveles de conidias
producidas por Beauveria bassiana BGC-1. El trabajo experimental sé¢ efectlio por
cultivos bifasicos de produccion, el primero de micelio y el segundo de producciéon de

conidios.

Para producir las conidias infectivas, este hongo se propagd en matraces con
Caldo Dextrosa Sabouraud (CDS) en una primera fase con lo cual se obtuvo masa
micelial que se diluyo 1:3 en una solucién estéril de caldo extracto de levadura o caldo
extracto malta. Este inoculo fue utilizado para sembrar bolsas conteniendo arroz,
previamente desinfectado con hipoclorito de sodio y esterilizado, se utilizd como
diluyente agua destilada estéril en igual proporcién que los cofactores de crecimiento
para diluir el micelio y utilizando como testigo comparativo. Los matraces de
propagacion para producir el inoculo se agitaron a 150 rpm durante 5 a 7 dias a

temperatura de laboratorio.

Las bolsas conteniendo el soporte (arroz) para el crecimiento del hongo y una vez
inoculadas fueron incubadas a 26°C durante 32 dias en un primer experimento y 14 dias
para el segundo experimento. Al finalizar este periodo de incubacion cada bolsa fue
pesada y el contenido de arroz fue tallado manualmente para extraer las conidias y la
masa micelial, ambos datos fueron analizados a través de una comparacion de medias

por Tukey (P=0.05) en un disefio completamente al azar.



Se demostré que no hay razon estadistica suficiente como para considerar que
existe un efecto marcado en el rendimiento en peso obtenido de micelio - arroz -
ingrediente técnico y el nimero de conidios producidos (P=0.05) en los dos cofactores
de crecimiento (extracto de levadura y extracto de malta), respecto al testigo y en los dos
tiempos de incubacidn, se acepta por lo tanto que no hay efecto de los dos cofactores en

los niveles de rendimiento (micelial, ingrediente técnico y numero de conidios).

Las medias de rendimiento obtenidas en peso de ingrediente técnico por bolsa de
arroz (140gr) fueron para extracto de levadura 4.7 = 0.876gr/ bolsa para el extracto de

malta 5.2 + 1.0383gr/bolsa y para el testigo 5.7 £ 0.638gr/ bolsa.

De manera similar los rendimientos de conidios fueron 9.12 + 1.782 (10 )esporas
/mg del extracto de malta, para el extracto de levadura 3.16 + 0.7331 ( 10’ )esporas /mg
y para el testigo fue de 8.4 + 4.813 (10° ) esporas /mg de extracto técnico obtenido a 32

dias de incubacion.

Resultados estadisticamente similares fueron obtenidos al obtener los
rendimientos de ingrediente técnico de B. bassiana y reducir a 14 dias el periodo de
incubaciodn, obteniéndose de ingrediente técnico 141.98 + 82.21 en extracto de levadura,
en el extracto de malta 148.15 = 10.06gr/ bolsa y en el testigo 132.48 + 7.308 gr/ bolsa.
En cuanto al rendimiento de conidios se obtuvieron igualmente datos similares por
miligramos de ingrediente técnico en extracto de malta, 4.0325 + 1.388 (10° )conidios /
mg, extracto de levadura 3.225 + 1.297 (10° ) conidios/mg y en el testigo 4.25 +
2.9021 (10° ) conidios / mg.



REVISION DE LITERATURA

Antecedentes

Los hongos fueron los primeros microorganismos que se encontraron causando
enfermedades sobre los insectos, debido a su evidente crecimiento sobre la superficie de
su hospedero, sin embargo algunos hongos entomopatdogenos no presentan ese
crecimiento visible a la superficie o frecuentemente presenta estructuras no evidentes o
insignificantes que dificulta su deteccion, ahunado a que en algunas ocasiones su
crecimiento y desarrollo es limitado por condiciones ambientales no propicias (Tanada y
Kaya, 1993). Para su colecta es necesario conocer aspectos como su biologia, habitos
del insecto plaga y sus hospederos alternos, ademas de contar con informacion acerca de
los hongos reportados como patégenos de insecto, también es necesario conocer sus
caracteristicas morfologicas, capacidad de esporulacion y mecanismos de accion entre

otros (Smith,1994).

El uso de patdégenos de insectos no es un medio nuevo, desde el siglo pasado
Agostino Bassi demostrd6 que la enfermedad denominada ‘“Muscardina blanca” del
gusano de seda Bombyx mory era a consecuencia del hongo Beauveria bassiana

(Subramanian, 1971).

Beauveria bassiana es el agente causal de la muscardina blanca. En un principio
este hongo fue descrito con el nombre de Botrytis bassiana, después por Sporotrichum

bassiana, Beauveria densum, Sporotrichum blobuliferum y Beauveria globulifera

(Domsch et. al,1980).



Entre los afios de 1888 y 1896, en el estado de Kansas EUA, se establecid una
estacion experimental con el objeto de producir B. bassiana para el control de la
chinche Blissus leucopterus, los primeros reportes fueron favorables, pero la incidencia
natural de la enfermedad fue frecuente y efectiva reduciendo la poblacion del insecto,
por lo que se concluyo que la distribucion artificial del hongo tubo poco valor por la

presencia de B. bassiana.

En el presente siglo los primeros trabajos sobre Beauveria bassiana contra
insectos plaga datan desde 1931, donde se tratd de combatir al insecto Tyrauster

nubilalia (Lefebvre, 1931).

Se ha comprobado que el hongo Beauveria bassiana penetra a la cuticula del

insecto por medio de quitinasas, lipasas y proteasas (Rebollar, 1991).

En Rusia B. bassiana es producido con el nombre comercial de Boverin, y se
menciona que en los Ultimos afnos se han desarrollado técnicas combinadas de cultivos
sumergidos y de superficie para la produccion de conidias. En medio liquido que
contiene blastosporas del cultivo sumergido, se utiliza para inocular medios secos en
bases de cereales para promover el desarrollo mas rapido de una cepa micelial que
producira conidioforos. La preparacién comercial de conidosporas contiene 1x10'

conidias/gramo en un substrato inerte de kaolin (Ferron, 1978).

En Cuba B. bassiana se multiplica satisfactoriamente en medios liquidos que
contienen levaduras, peptona, extracto de malta germinada y glucosa con altos
contenidos de biomasa después de 72 horas de incubacién. Por otro lado los medios
semisolidos son los mas utilizados para la reproduccion de entomopatdogenos a gran
escala, esto es basado en la fermentacion difasica con una primera fase de produccion de
micelio fungico y otro sometido a una incubacion para la produccion de conidias de B.

bassiana, M. anisopliae, N. rileyi, V. lecanii e H. thompsonii (Garza, 1992).



HONGOS ENTOMOPATOGENOS.

El potencial de los hongos entomopatogenos, se encuentra dentro de 700 especies
de hongos de la clase Deuteromycetes y Enthomophthorales, donde cerca de 90 géneros
son patdgenos a los insectos (Charney, 1989). Hasta la fecha se han investigado como
mycoinsecticidas a los patogenos Beauveria, Metarhizium, Verticillium, Hirsutella,
Erynia (Zoophtora), Nomuraea, Aspergillus, Paecilomyces. Actualmente los hongos de

produccion masiva son; Beauveria, Metarhizium, Paecilomyces (Brady, 1979).

Beauveria bassiana se caracteriza por presentar una apariencia polvosa de color
blanco algodonoso o amarillo cremoso. En medio de cultivo alcanza su desarrollo en 21
dias a 27°C. Los hospederos de este género son principalmente Lepidopteros,
Coleopteros y Heminopteros pero también pueden presentarse en Hymenopteros

(Hernéndez y Berlanga, 1996).

B. bassiana se encuentra ampliamente distribuido por tener un amplio rango de
hospederos. Rombach y Gillespie (1988) mencionan que este hongo se ha encontrado
infectando a Tetranichus urticae. Por otro lado se sabe que puede infectar a insectos de
los ordenes Coleoptera, Lepidoptera, Hemiptera, Hymenoptera, Homoptera, y
Orthoptera (Rombach et. al,. 1986; Ferron y Robert, 1975; Hayden et. al,. 1992; Woods
y Grula,1984; Marcandier y Kachatourians. 1987 y De la Rosa, 1993). Ademas, este

hongo se encuentra muy frecuentemente en suelo y la madera (Domsch et. al,. 1980)

Morfologia.

El genero de Beauveria es un entomopatdégeno imperfecto con hifas septadas
contienen las estructuras reproductivas denominadas conidioforos sobre las cuales se
desarrollan conidias (Tanada y Kaya, 1993). Beauveria ramifica su micelio para formar
conidioforos que son simples e irregulares que terminan en vértices en forma de
racimos, la base de la célula conidiogena es globosa o abultada presentando un

adelgazamiento en el area donde se insertan los conidios, (Figura 1) los cuales son



globosos de 2.0 — 2.0um, los esterigmas son curvados en forma irregular o dispuestos

en forma de zig — zag (Hernandez y Berlanga, 1996).

Beauveris

Figura 1. Caracteristicas Morfoldgicas de Beauveria bassiana reportada por Barnett y

Hunter (1972) .

De Bach (1985), menciona que B. bassiana se observa como un hongo que
emerge del cuerpo del insecto parasitado recordando a la forma del bomboén francés o

menta dulce (muscardin french).

Dias (1986), hace una descripcioén del hongo entomopatdgenos B. bassiana como
una cepa de micelio blanco envolviendo al insecto que a mayor aumento se observa
como granulaciones pequefas del mismo color. Asi mismo describe a este hongo al

reproducido en medio de cultivo, como una colonia blanca de apariencia algodonosa y



esponjosa, en la que se denotan pequefias esferas entre las hifas (con aspecto de nieve)

con un color crema palido, observado en la parte inferior de la caja petri.

Coppel (1977), menciona que B. bassiana y Metharizium anisopliae, son
entomopatdgenos facultativos y han sido producidos en masa, en insectos vivos y en

medio artificial.

Otras de las caracteristicas de los hongos entomopatégenos, es que pueden ser
capaces de iniciar epizootias a densidades altas y bajas del huésped. Esto ha sido
demostrado, como es el caso especifico de Beauveria sp. y Entomophoraceos (Billings,

1911, citado por Burges, 1981)

Caracteristicas Fisioldgicas.

Los hongos entomopatdgenos inician su ataque cuando las esporas se ponen en
contacto con el cuerpo del insecto. Al germinar la espora emite un tubo germinativo que
atraviesa la piel de la plaga e invade su interior, colonizando los diversos 6rganos. Como
consecuencia de la infeccion, el insecto muere, su cuerpo se endurece y al cabo de varios
dias se observa un crecimiento algodonoso de color blanco que se puede asumir que se
trata de B. bassiana, cuando el crecimiento algodonoso es de color verde se asume que

se trata de Metharizium anisopliae.

Los insectos muertos por el ataque del hongo infectando por contacto a otros
insectos sanos y si el ambiente es favorable para el desarrollo del hongo, la enfermedad

se disemina rapidamente entre la poblacion. ( Gonzalez et. al, 1998).

Clasificacion Taxonomica.

Existen numerosas especies de hongos entomopatogenos reportados en los
diferentes grupos taxonomicos los cuales ofrecen posibilidades de usarse como factores

de regulacion de insectos. La mayoria de los hongos entomopatégenos se encuentran en
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la division Mycota (Ainsworth.1973). Caracterizados por presentar fase asimilativa
tipicamente filamentosa y representadas por 5 subdivisiones.

Astogomycotina, Zygomicotina, Ascomycotina, Basidiomycotina, Deuteromycotina

REINO: Mycota
DIVISION: Amastigomicotina
SUBDIVISION: Deuteromycotina
CLASE: Deuteromicetes
SUBCLASE: Hypomycetes
ORDEN: Moniliales
FAMILIA: Moniliaceae
GENERO: Beauveria
ESPECIE: bassiana

Adaptada por McCoy et al.,(1988) y Samson et al., (1988).

Caracteristicas de los Deuteromycetes

Las clases de esta subdivision se caracteriza por no presentar estado sexual, por
lo cual se les conoce con el nombre de hongos imperfectos. La clase Hyphomycetes es
la mas importante ya que incluye a la mayoria de las especies conocidas como patdégenos
de insectos. Los Hyphomycetos se caracterizan por formar micelio septado con
conidioforos simples o agrupados y la identificacion de los géneros se basa en la forma

en que se originan las conidias en el conidoforo (Herndndez y Berlanga, 1996).

Modo de accion.

Los hongos entomopatégenos usualmente causan la muerte del hospedero por
deficiencia nutricional, invasion digestion de los tejidos, y/o la liberacion de toxinas.
Solo unas pocas especies son capaces de invadir a través de heridas en el integumento

(Fusarium, Mucor, Penicilium) las especies entomopatégenas usualmente penetran la
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cuticula del hospedero y algunas veces lo invaden por la cavidad bucal o a través de los
espiraculos. Las infecciones son usualmente iniciadas por esporas o conidios
(Zygomycotina, Deuteromycotina) aunque en Mastigomycotina y Ascomycotina, las

zoosporas y ascosporas son las responsables.

El desarrollo de la micosis puede ser separada en tres fases: Adhesion y
germinacion de las esporas sobre la cuticula del insecto, la segunda es la penetracion en
el homocele y la tercera es el desarrollo del hongo, lo cual generalmente resulta en la

muerte del insecto. (Herndndez y Berlanga, 1996).

Forma de penetracion del hongo al hospedero.

La espora germina en la epicuticula del insecto, el tubo germinal resultante de
algunas especies de hongos penetra a la cuticula directamente y en otros produce un
boton adhesivo llamado apresorio que se encuentra bien anclado y que penetra en la
cuticula por lo general con la ayuda de fuerzas mecénicas y de enzimas. Esta penetracion
es frecuentemente seguida de una reaccidon mecanica del insecto en los sitios de
8infeccion, probablemente cambios causado por el hongo en la actividad de

fenoloxidasa (Casamayor, 1998)

Produccion de enzimas

La produccion de enzimas es una caracteristica propia de hongos, ya que por
medio de ellas pueden desdoblar y asimilar materiales de su hospedero. Las mas
importantes son las del grupo de las lipasas, quitinasas y amilasas (Roberts et.al, 1981 y

Starnes et. al, 1993).
El integumento del insecto esta compuesto escencialmente de proteinas y

quitinas asociados con lipidos y compuestos fendlicos. La epicuticula o capa externa del

integumento contiene lipidos, acidos grasos y parafinas, cuyas actividades antifingiles
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se han demostrado, pero en concentraciones mas altas que aquellos presentes en el

integumento del insecto (Starnes et. al,1993).

Una vez que el hongo invade el homocele por la combinacion de dafios
mecanicos producidos por el crecimiento del hongo, agotamiento de nutrientes o por
toxemia. La importancia relativa de estos mecanismos varia con el aislamiento del

hongo y el hospedero (Hajek y St. Leger, 1994; St Leger et. al, 1992).

La penetracion en el homocele es rapida en muchos de los casos, el hongo pasa
del crecimiento hifal al crecimiento por gemacioén produciéndose toxinas y enzimas.
Durante el proceso de invasion del homocele el hongo tiene que recuperarse a la
reaccion de las defensas celulares del huésped. Los plasmocitos normalmente dispersos
en la hemolinfa se acumulan alrededor del hongo y dan lugar a la melanizacion y

encapsulacion llamado granuloma.

Produccion de toxinas

Los hongos que se encuentran en el homocele de los insectos (también aquellos
que se propagan en medios de cultivo) tienen la capacidad de producir algunas
sustancias toxicas cuya funcién principal es evitar la reaccion de las células hemociticas
e incluso pueden ser causantes de la muerte del insecto antes de producir una invasion

total (Kucera, 1971; Kucera y Samsinakova, 1968).

Tanada y Kaya (1993) mencionan que tanto el micelio de Verticilium lecanii
como el de Beauveria bassiana producen la toxina bassianolide que causa una
alteracion en el nucleo de las células y puede funcionar como un antibiotico al igual
que bauvericin al prevenir la invasion de bacterias, lo que hace que exista una

momificacion del insecto hospedero.

Después de algunos dias esta formacion de granulos se agranda y se hace visible.

Si la infeccion se bloquea, el insecto sobrevive, en aquellos hongos verdaderamente
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patogénicos la formacion del granuloma se inhibe (probablemente por la produccion de
toxinas llamadas Beauverolides,, Isarolides, Acido oxalico y los pigmentos Tenellin y
Bassianin), y el micelio reasume su crecimiento normal e invade al homocele a través
de las blastosporas por lo que se considera que el papel de las toxinas es de mucha
importancia, posteriormente el insecto muere. Puede suceder, en los casos de que el
hongo no presente toxinas, que maten al insecto al conseguir todos los nutrientes o por

destruccion fisica de los 6rganos internos (Ferron, 1981 y Robert, 1981).

La germinacion de una espora en la superficie de la cuticula del insecto tiene que
ser considerada estrechamente sujeta a los factores macroclimaticos especialmente
humedad y temperatura. Por ejemplo para Beauveria bassiana se menciona que tiene un
crecimiento optimo a una temperatura de 23-25°C, ademads las conidias requieren de un

92% de humedad relativa para que ocurra su germinacion (Ferron, 1981).

Starnes et. al, (1993), mencionan que algunos hongos usualmente asociados con
algln insecto causan serias enfermedades en sus hospederos, pero muy pocos utilizados
comercialmente como agentes de control y la perspectiva para su uso en el futuro es
incierto. Por otra parte se habla de que existen patdogenos fungales para virtualmente
todos los grupos de organismos multicelulares por lo que los fitopatdlogos y
entomologos se encuentran sumamente interesados en las enfermedades fungiles de sus
respectivos grupos de hospederos. Inicialmente los fitopatdlogos estuvieron interesados
en la produccion de cultivos contra las enfermedades fungosas y recientemente estos
hongos son utilizados para el control de malezas. Igualmente los entomélogos estuvieron
interesados en la produccion de abejas y gusanos de seda, pero actualmente existe un
considerable interés en utilizar patogenos fungales para el control de plagas de insectos

(Roberts y Aist, 1984).

Desarrollo del hongo.

Después de cruzar la barrera que representa el integumento, el hongo se

desarrolla en el homocele en presencia de reacciones defensivas celulares, los
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plasmatocitos, normalmente dispersos en la hemolinfa se acumulan alrededor del
micelio formando un pseudo tejido o granuloma. La fagocitosis también ha sido
observada como reaccion defensiva del hospedero. Si la infeccion es bloqueada, el
insecto continua con su desarrollo normal y pocos dias después el granuloma puede ser
visible externamente. En el caso de patogenos como B. bassiana producen toxinas que
erosionan el granuloma y permiten que las blastosporas invadan y los cuerpos hifales
proliferan solamente después de la muerte del hospedero, asi el papel de las toxinas
entomogenas es de particular importancia en el proceso de infeccion. El hongo se
desarrolla en el interior del homocele en forma de levadura (cuerpos hifales o

blastosporas).

La muerte del insecto marca el fin de la fase parasitica pero el resultado letal de
la enfermedad es solamente un aspecto de la infeccion, ya que se han observado
disturbios secundarios en la fecundidad, sobrevivencia en diapausa y resistencia a frio
en insectos que sobreviven a la infeccion.Una vez en el interior del insecto, el hongo se
desarrolla en forma de cuerpos hifales o en forma de blastosporas, invadiendo tejidos y
organos del insecto, la muerte del insecto se produce por medio de la produccion de una
toxina producida por el hongo en el metabolismo de los aminoacidos, esta toxina recibe

el nombre de Beauverina. (Turner, 1971; Cheung y Grula, 1982; Deacon, 1988).

Ferron (1978), menciona que los estados de desarrollo del insecto que puede
atacar en estado de huevecillo, larva, pupa e imago, son generalmente susceptibles a

micosis.

Se considera que los hongos entomopatéogenos de insectos chupadores (como
pulgones, mosca blanca, chicharras entre otras), pueden ingerir otros microbios que los
infecten a través de la pared intestinal. También los hongos particularmente son
importantes en el control de coledpteros, pues enfermedades virales y bacterianas son

raras en escarabajos (Hajek y Leger, 1994).
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Tipo de parasitismo.

Los hongos son parasitos facultativos, emiten normalmente haustorios dentro de
las células de sus huéspedes, carecen de este al desarrollados en medios de cultivo

artificial.

Las substancias segregadas por hongos (parasito y patdégeno) son enzimas

hidrolizantes u oxidantes que actiian sobre los azucares (Rodriguez, 1988).

La clase Deuteromycete incluye sapréfitos simbidticos, parasitos predatorios con
micelio septado, sin reproduccion sexual y produce conidias, excepto algunas especies

que no producen ningun tipo de esporas (De la Garza, 1996).

Ignoffo (1981), menciona que en el caso de los hongos Hyphomycetes
entomopatogenos como B. bassiana, M. anisopliae, N. rileyi, P.lavanicus, presentan su
ciclo en dos partes, una es la parasitaria y otra no parasitaria. En la primera las esporas
germinan en la superficie de la cuticula de insecto hospedero emitiendo un tubo
germinativo el cual penetra al insecto mediante dos mecanismos, uno fisico (austorios) y

el otro es enzimatico, (endotoxinas) antes mencionados.

Alatorre (1999), menciona que dentro de los hongos entomopatdgenos se
encuentran especies que han sido considerado como generalistas ( Beauveria bassiana,
Metarhizium anisopliae). Considerando que los generalisrtas tienen la capacidad de

infectar diferentes ordenes de insectos.

Produccion masiva de hongos entomopatégenos

Por mas de 30 afios, distintas instituciones han dirigido su proyecto de
investigacion en encontrar técnicas efectivas y econdomicas que permitan la produccion
masiva de hongos entomopatogenos. Econdémicamente, la produccion de hongos se

orienta a la produccion de esporas en medios liquidos en fermentacion, los cuales en 5
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dias permitan obtener rendimientos importantes de material fungoso. Pocos son los
resultados exitosos de este procedimiento ya que cada hongo presenta requerimientos
especificos para su germinacion y esporulacion. En la mayoria de los casos bajo este
procedimiento no se producen esporas sino blastosporas que son muy sensibles a la

deshidratacion y poco persistencia en el campo.

Es por lo que en algunos paises como es el caso de México se han puesto en
marcha técnicas de reproduccion masiva de hongos a nivel semi industrial produciendo
cantidades considerables de esporas en granos de cereales como arroz y salvado

(Lezama, 1991).

Mendoza, (1988), reporta la producciéon de esporas de entomopatogenos en
bolsas de plastico con 400 gramos de arroz remojado, lavado, escurrido y esterilizadas
a una temperatura de 120°C con una presion de 20 libras. Una vez esterilizadas y frias
las bolsas fueron inoculadas con una suspension de esporas y fueron puestas a incubar

por espacio de 15 a 21 dias con una temperatura de 26°C.

La misma técnica fue utilizada para la produccion de hongos Metarhizium
anisopliae, Beauveria bassiana, Verticillium lecanii y Paecilomyces fumosoroseus.
Para la obtencion de material experimental para los cultivos de sandia, melén y maiz
contra pulgones, mosquita blanca, gusano cogollero, gusano del melén y diabrotica

principalmente en los estados de Michoacan y Colima (Lezama, 1991)

Los hongos entomopatdgenos han sido producido en el M. anisopliae, B.
bassiana, B. brongniartii, Paecilomyces spp, Aschersonia sp y Verticillium lecanii
Centro Nacional de Referencia Control Bioldgico (CNRCB) utilizando granos de arroz
como sustrato bajo una metodologia con algunas modificaciones para algunas especies

en particular.
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Medios de cultivo para el crecimiento de B. bassiana.

Las especies de Beauveria bassiana se desarrollan con facilidad en medios de
cultivo de (PDA), Agar Dextrosa Saboraud (SDA) y Agar Morfoldgicas para Levaduras

(YMA). En el caso de producir en estos medios los costos de produccién son muy altos.

Se ha reportado también la produccioén a gran escala de B. bassiana en medios
solidos utilizando como soporte substratos de origen vegetal como fuente de soporte
para el crecimiento, por mencionar algunos arroz, trigo, salvado entre otros cereales. El
mas utilizado, y en el cual se ha obtenido los mejores resultados es el arroz (Kuno et. al,

1982).

Produccion industrial de hongos entomopatogenos.

Algunos de los factores que se deben de considerar cuando se produce un
micoinsecticida es la produccion de esporas en forma abundante y rapida y con un alto
grado de patogenicidad contra el insecto hospedero y deben tener capacidad de para
iniciar una epizootias (Roberts et.al., 1991). El método mas adecuado para la produccion
de esporas a gran escala y que permita utilizarlas como micoinsecticida es el de

fermentacion sumergido (Sanchez et. al, 1993).

El procedimiento més comun en la produccién a gran escala se realiza sobre
medios vegetales como salvado, arroz y cebada. Los conidios resultantes con o sin
sustrato vegetal son introducidos al campo generalmente por medio de equipo de

aplicacién de plaguicidas convencionales ( Roberts et. al,. 1991; Martignoni, 1985).

Goettel, (1984), reporta un método simple y barato basado en salvado para la

produccion en bolsas de celofan esterilizadas.
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Mejoramiento genético de hongos entomopatogenos

El rango de hospederos, la patogenicidad y caracteristicas tales como la
germinacion, crecimiento y produccion de enzimas, varia para la mayoria de los hongos
entomopatogenos. De esta manera se pueden resaltar y aumentar las caracteristicas
deseables mejorando la efectividad de algunos hongos patogenos a través de su
manipulacién genética (Starnes et. al, 1993; Roberts, 1989). Los sistemas de
transformacion y técnicas de ADN recombinante estan siendo usadas para estudiar los
mecanismos de patogenicidad, virulencia, seleccion y mutacidon ce cepas a un nivel

molecular (Hajek y St. Leger, 1994).

USO DE LOS HONGOS ENTOMOPATOGENOS.

A pesar de que las infecciones fungosas en insectos son comunes, no se ha
logrado un manejo consistentemente exitoso, debido a que la mayoria requieren
condiciones precisas de humedad y temperatura para su desarrollo. Hoy en dia se carece
de formulacion comercial que contengan conidios que resistan largos periodos de
almacenamiento. El uso de los hongos es promisorio, especialmente cuando se integre
con otras medidas de control ya que por si solos no pueden tener un papel dominante en
el control de plagas. Las caracteristicas de la poblacion del insecto hospedero que deben
ser consideradas en estudios epizootiologicos son, la susceptibilidad, la densidad, el
movimiento y la distribucion espacial (Carruthers et. al, 1991), Se ha observado que en
una poblacion de insectos sensibles a un agente infeccioso, la tasa de enfermedad de
una poblacion se incrementa con el aumento de la poblacion de insectos. Los virus, las
bacterias y los protozoarios, infectan por via oral, los hongos y los nematodos, su

principal via de infeccion es a través del integumento (Bustillo, 1989).

Tomando en cuenta la densidad de poblacion de un insecto, la sensibilidad de un
patdgeno y su dispersion, tienen impacto en el desarrollo de epizootias, su distribucion
espacial puede ser un factor mas importante que el numero de individuos, ya que una

agregacion de insectos limita la dispersion de la enfermedad.
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La sensibilidad de un insecto a una especie de hongo, en sus diferentes estados
bioldgicos pueden variar, los insectos con ciclos bioldgicos largos tienen mayor

probabilidad de contacto con hongos y otros patégenos (Ignoffo, 1992).

Entomopatogenos de gallina ciega (Phyllophaga spp).

En México las larvas de Phyllophaga spp, Anomala spp., Cyclocephala spp y
otros géneros de la familia Melolonthidae agrupando en 560 especies de larvas edaficas
(plagas de suelo), rizofaga, saprofita o facultativa conocida como “gallina ciega” (GC)
(Moron, 1983), las cuales representan un serio problema en varias regiones del pais, ya
que se alimentan de raices de gramineas, papa, cafeto, hortalizas, Plantulas arboles
frutales y forestales, reportdindose dafios mas importantes en maiz (Rodriguez, 1988).
Las pérdidas estimadas para el estado de Jalisco se ubican con un minimo conservador
de 350kg/Ha, lo que equivale a 3.85% y 16.5% respectivamente del promedio de

produccion de maiz en este estado (Ngjera, 1993).

Los mayores esfuerzos para el combate de esta plaga se enfocan hacia el control
quimico, generandose problemas de contaminacion ambiental, impacto sobre enemigos
naturales, resistencia de la plaga a insecticidas e intoxicaciones de trabajadores. El
control biologico es una alternativa con potencial atin no explotado, especialmente lo
referente al control microbiano ya que debido al habitat subterraneo de estos insectos
durante su ciclo de desarrollo larval, son susceptibles a la infeccion por

microorganismos como virus, bacteria, protozoarios, nematodos y hongos.

Las especies de hongos que se han reportado como patéogenos de gallina ciega,
son incompletos, ya que los hongos descritos hacen referencia a coleoptero o escarabajo.
(Glare 1992). En México, los hongos entomopatdgenos de melolontidos han sido
identificados tanto en el huésped como el patéogeno, reportandose a Metharizium
anisopliae (Metchinikoff) Sorokin (Villalobos 1992 y Hernandez et.al, 1996), Beauveria
brongniartii (Saccardo) Peth (Hernandez et.al, 1996) y Cordyceps sp (Villalobos, 1992)
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como patdégenos de Phyllophaga sp, actualmente en la Coleccion de Hongos

Entomopatdgenos del CNRCB.(Centro Nacional Referencia Control Biologico, 1999).

Cuadro 1. Especies de hongos reportados como patogenos de Phyllophaga spp.

Ascomycetes Cordyceps aphodii Mathieson

C. barnesii Thw

C.. brittlebankii McLennan & Cookson
C.geotrupis Teng

C. Melolonthae (Tull) Sac

C. neovolkiana Kobayasi

C. ravenelii Berkle y & Curtis

C. superficialis (Pexk) Sacc

C. stylophora Berk & Br

Coelomycetes Entoderma colletosporium Hanula
Andreadis & Blackwell
Deuteromycetes Akanthomyces angustipora Mains

Beauveria amorpha (Hoehnel) Samson
& Evans

Beauveria bassiana (Balsamo) Viullemin
Hirsutella styphora Mains

Metarhizium anisopliae (Metschikoff)
Sorokin

Paecilomyces canadensis (Vuillemin)
Brownd& Smith

P. fumosoroseus (Wize) Brown & Smith
Penicillium sp

Verticilliun lecanii (Zimm.) Viegas.

Zygomycetes Pandora brahminae (Bose & Metha)
Humber

(Glare, 1992), Tomado de Ficha técnica del Centro Nacional de Referencia en Control Biologico

(CNRCB) CB- 04, 1999.
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Agente infeccioso

Las propiedades con que debe contar un agente entomopatdgeno son: un elevado
nivel de virulencia, rango de hospederos, capacidad de dispersion, persistencia en el
medio ambiente de su hospedero, sobrevivencia del inoculo, y distribucidon espacial,

atributos que debe presentar los agentes infecciosos.

Virulencia.- Este termino se refiere a la intensidad de la enfermedad causada por un
patogeno, ya sea invadiendo, danando el tejido o matando a su hospedero. En la mayoria
de los patdgenos de insectos estos presentan alta virulencia, caracteristica de que el
ciclo de la enfermedad es corto y produce grandes cantidades de inoculo, por lo que
pueden causar un incremento rdpido de la enfermedad dentro de la poblacién. En
contrario con los agentes infecciosos de baja virulencia por consiguiente la

multiplicacion y la propagacion serd muy lenta.

Especificidad.- En forma general los agentes infecciosos presentan un amplio rango de
hospederos, por lo que la posibilidad de persistir dentro del ecosistema es alta y puede

producir cantidades de inoculo suficiente como para desatar una epizootia.

Persistencia.- Dentro del medio ambiente de sus hospederos, la persistencia de un
agente infeccioso se asegura por que tienen la capacidad de formar estructuras que les
permita sobrevivir por largos periodos de tiempo, cuando las condiciones son
desfavorables o de ausencia del hospedero. También, pueden permanecer en el suelo. La
persistencia de un entomopatégeno depende en gran medida de los factores ambientales,
como es temperatura, luz ultravioleta, tipo de suelo y practicas agricolas que se realizan,
afectando de manera inicial la cantidad de inoculo y el posible desarrollo de una

epizootia.

Capacidad de dispersion.- Este factor es importante para la rapida dispersion de la
enfermedad, en ¢l ceno de una poblacion de insectos, los factores bidticos y abidticos

como la lluvia, aire o los insectos contaminados y enfermos, pueden transportar el
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inoculo de un lugar a otro. La colonizacion del insecto antes de morir, en la parte
superior de una planta, permite que las conidias o esporas sean dispersadas por el viento
o por la lluvia facilmente. En laboratorio estd bien documentada la relacion entre la
cantidad de inoculo y el porcentaje de mortalidad y en campo son pocos los trabajos

realizados sobre este aspecto (Hajek y Lager, 1994).

Beauveria bassiana como agente de control.

B. bassiana ha sido reconocido en muchas especies de insectos en climas
templados y regiones tropicales y es usado para el control de plagas en una moderada
escalas en Europa del este y en China (Starnes et. al, 1993). Por otro lado Méndez
(1990) menciona que existen muchos reportes de la incidencia natural de B. bassiana
causando epizootias que varian en magnitud sobre insectos de importancia agricola y

forestal en su mayoria.

Condiciones ambientales

La humedad, temperatura y radiacion solar afectan a las poblaciones de insectos
y la inestabilidad de los entomopatégenos (Carruthers y Hural, 1991) y pueden ser
determinantes para que una enfermedad ocurra o no. Estos factores afectan al patdogeno
en cuanto a la supervivencia y la habilidad de infectar, al hospedero, en cuanto a la
susceptibilidad o resistencia, incluyendo la activacion de enfermedades latentes y

durante un proceso de infeccion.

La mayoria de los hongos crece a temperaturas optimas al rededor los 25°C y sus
actividades se pueden desarrollar desde los 15 y 38°C. Condiciones desfavorables para
su desarrollo son por de bajo de 15 y por encima de 38°C. Su rango optimo se encuentra

entre los 20 a 30°C esto tiende a variar dependiendo del tipo de patogeno.

La temperatura es uno de los factores abidticos que juega un papel muy

importante para los hongos entomopatdogenos. De forma general los rangos de
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temperatura para las diferentes cepas de B. bassiana se encuentra entre los 22 a 26°C y

para M. anisopliae es de 24 a 30°C (Casamayor, 1998).

La temperatura del suelo es uno de los principales factores que afectan la
permanencia de B. bassiana en condiciones de campo, cuando las condiciones de
temperatura son altas y la saturacion del suelo la supervivencia de sus conidios es
menor. Para su conservacion como producto elaborado es a una temperatura ambiente

de 30°C por un mes sin perder sus caracteristicas.

En congelador a (4°C) se mantiene por 8 meses. Debiéndose cuidar que no se
rompa el empaque a fin de que se introduzca agua que a su vez pueda provocar

contaminacion (Hanako y Méndez, 1998).

Manejo integrado de plagas.

La Academia Nacional de Ciencias (1989) menciona que el control integrado
debe estar basado en principios ecoldgicos directos, combinados y armonizando con
diferentes técnicas adecuadas para resolver problemas de plagas, teniendo como
resultado, la maxima eficiencia de los agentes de control natural en un sistema ecoldgico
y cuando sea necesario hacer uso de un plaguicida. En un sistema de manejo integrado
de plagas, se utilizan todos los métodos y técnicas de control de una manera que
congenien lo mas posible, para que mantenga una poblacion de plagas bajo control

(Metcalf'y Luckman,1990).

Para un manejo integrado de plagas se tiene que tener en cuenta ciertos criterios
como son los ecologicos, las ventajas econdmicas y un minimo riesgo tomando en
cuenta algunos puntos clave del agroecosistema como; control natural, Biologia y
ecologia de los microorganismos, el cultivo como enfoque central, muestreo y uso de
niveles criticos, uso de tacticas compatibles, integracion de disciplinas y los efectos

secundarios de fitoproteccion (Andrews, 1989).
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Potencial agronémico.

El uso de los primeros intentos por controlar insectos plaga con el uso de hongos
entomopatogenos se realizo en los anos de 1888 y 1896 en Kansas, EUA, donde se
establecié una estacion experimental con el objetivo de producir B. bassiana y ser
distribuido libremente entre los productores para el control de la chinche de los cereales
Blissus leucopterus (Say); Los primeros reportes fueron favorables, sin embargo la
incidencia natural de la enfermedad fue frecuente y efectiva reduciendo la poblacion de
insectos. Para esto se concluyo que este hongo tuvo muy poco valor por la presencia

natural de B. bassiana (Steinhaus, 1956).

En paises asiaticos los hongos M. anisopliae, B. bassiana y Paecilomyces sp han
sido utilizados contra plagas como la chinche negra del arroz Scotinophara coartata
insecto que pertenece a la misma familia de la chinche café del sorgo. Otros reportes
indican que se han obtenido buenos resultados en aspersiones de B. bassiana en
aplicaciones de campo con una concentracion de 2.5x10'? conidas por hectarea

(Rombach et. al,, 1986).

La ex Union Soviética desde hace 20 afios se emplea para el control del
escarabajo colorado de la papa Leptinotarsa decemlineata. El Boverin toxina de B.
bassiana, es recomendado en dosis reducidas de insecticidas quimicos, oscilo entre 85.7
y 97.6%. cepas de B. bassiana con alta virulencia se han empleado para Lepidopteros

de la fruta (Coppel, 1977).

Ferron (1985), menciona que en la ex URSS. B. bassiana se asperjaba en
combinaciones con dosis bajas de insecticidas utilizando 1.2 x 10'* conidias /ha o en
dosis altas/ha sin insecticida para el control del escarabajo de la papa Leptinotarsa
decemlineata (Say). Para el control de la palomilla de la manzana, Cydia pomonella,
aplican 7x10° conidias/ha encontrando ataque de 1% de frutos donde se aplico el hongo

contra el 11% en el area testigo.
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En México, desde 1990 se evalio y se usa B. bassiana para el control
microbiano de la broca del café Hypotenemus hampei. Actualmente el Centro
Reproductor de Entomofagos y Entomopatdgenos del Instituto Tecnoldgico
Agropecuario de Oaxaca N° 23 (ITAO) produce hongos para 15.500Has (Méndez, 1990
y Cordoba, 1995). En 1996 el ITAO N° 23 produjo para 6.655 has mientras que el
Comité Regional de Sanidad Vegetal de Productores de Café del Soconusco en

Tapachula, Chiapas elabora entomopatdgenos para 6.611 has.

Por otra parte Rombach et. al, (1986), publica los resultados obtenidos en
bioensayos de laboratorio, con conidas y micelio deshidratado de B. bassiana,
observando diferencias minimas en el control de la chinche negra del arroz S. coartata

en programas de control bioldgico.

Burges et al., (1981) menciona que en la actualidad existe un gran interes en los

sistemas enzimaticos y de produccion de toxinas de B. bassiana.

Uno de los desafios mas dificiles en los programas de control biologico, es el
desarrollo de dietas economicamente viables destinadas a la cria de insectos y hongos
benéficos que constituyen los enemigos naturales de ciertas plagas, de modo que puedan

ser producidos a gran escala (Jess, 1996).

Formulaciones comerciales.

Actualmente se produce formula y comercializa hongos entomopatéogenos en
varios paises para el control de insectos plaga. En México el interés por este hongo se ha
incrementado sustancialmente a partir de las primeras evaluaciones contra la broca del

cafeto Hypothenemus hampei (Ferrari, 1990).

Una limitante de mucha importancia en el desarrollo de los hongos como
alternativa para el control de insectos es la falta de disponibilidad de preparaciones

formuladas comercialmente (Hernandez y Carrillo 1997).
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Las unidades infectivas formuladas actualmente deben ser protegidas de los
efectos negativos de las condiciones ambientales, tanto en su germinacion como en su
estabilidad en campo. No obstante, la formulaciéon de micoinsecticidas es una de las
areas menos exploradas en el proceso de explotacion de los hongos como agentes de

control de insectos (Fuxa, 1987 y Roberts, 1989).

El desarrollo de productos bioldégicos como feromonas, hongos y bacterias que se
encuentran disponibles en el mercado que son ofrecidos por compaiiias como es el caso
de AgrEvo, CIBA, Abbot, Ecogen, Mycogen, Sandoz, Zeneca y algunas otras mas con
otros nombres comerciales algunos como insecticidas o plaguicidas biologicos (Jess,

1998).

Algunos de estos productos son elaborados por el Centro Nacional de Referencia
de Control Biologico y la Universidad Autonoma de Colima para el control de plagas
del suelo de cafna de azucar, maiz, sorgo, melon, chile, pastos, café etc., por accion de
contacto o de ingestion. Su efecto sobre las plagas es multiplicativo (donde una plaga
contaminada esta a su vez contamina a otra y asi sucesivamente) y por su proteccion
residual después de 3-4 aplicaciones es por varios afios dependiendo del clima, tipo y

manejo del suelo (CNRCB, 1999).
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Cuadro 2. Nombres de productos, comerciales de Beauveria bassiana y plagas contra

las cuales se emplean.

LUGAR DE NOMBRE | INGREDIENTE | PLAGA QUE | CULTIVO
PROCEDENCIA | COMERCIAL ACTIVO CONTROLA
CESAVEG Bio fung B. bassiana Chinche café Sorgo
Comité estatal de Mosquita
Sanidad Vegetal blanca
de Guanajuato. Fito San — F Principalment
Gallina ciega | e plaga de
suelo
AGROBIONSA, |Bea- Sin B. bassiana Picudo del Algodon,
Culiacéan Sin. algodon, Picudo | chile etc.
del chile
México Biosep-23Bb | B. bassiana
CP Ciencias Beauverina - | B. bassiana Cafia de azucar, | Lepidoptera,
Agricolas campus | CP Caf¢ Coleoptera,
Coérdoba especifica
para la broca
de café
Cana de
azlcar
Coleptero
(Broca del
café)
Rep. De China | ------------
EX URSS Boverin B. bassiana
EUA Biotrol FBB | B. bassiana Mosquita
ABG - 6178 | B. bassiana blanca,
Micotrol B. bssiana Hipotenemus
Naturalis — L | B. bassiana hampe,
Letinotarsa
decemlineata
BIOSAV Basisav — 1 B. bassiana Platano, cana Picudo negro,
Miramar Habana de azucar, Picudo verde
Cuba citricos, arroz | azul, Borrer
de la cana,
Falso medidor
CNRCB Y U. Fungus *C B. bassiana Plagas de suelo, | Cana de
COLIMA Bio- Zentla coleopteros, azucar, maiz,
lepidopteros, sorgo, café
especifico para
broca del café

Obtenida de diferentes fuentes de informacion. (Tafoya, 1999)
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Cuadro 3. Nombre de productos comerciales y plagas que controlan otros

entomopatdgenos.
LUGAR DE NOMBRE INGREDIENTE |PLAGA QUE |CULTIVO
PROCEDENCIA | COMERCIAL | ACTIVO CONTROLA
CESAVEG GTO |Fitosan-M | Metarhizium Phylophaga sp | Plagas de
anisopliae suelo
AGROBIONSA | Meta- sin M. anisopliae Picudo del Algodon,
Culiacan Sinaloa algodon, chile,
picudo del
chile,
mosquita
blanca
EUA Biotrol- FMA | M. anisopliae
ECONOVA Ecoman M. anisopliae Plagas de Hortalizas,
COLIMA suelo, limoén, arroz
barrenadores
Bios- Cobi M. anisopliae Mosca pinta, | Pastos, cafa
salivazo, de azucar,
picudos, maiz, chile,
gusanos de algodon, café,
palomillas, melon, tabaco
broca del café,
mosquita
blanca
BRASIL Mataquino M. anisopliae
Ex URSS Metarhizium | M.anisopliae
Vertelpac Vericillium
INGLATERRA | Micotol lecanii
Verticillin V. lecanii
CHECOSLO Verticon V. lecanii
-VAQUIA
ECONOVA Ecopae Paecilomyces
URSS Peocilomin P. farinosus

Obtenida de diferentes fuentes de informacion (Tafoya, 1999).
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MATERIALES Y METODOS.

Localizacion del area de trabajo

El presente estudio se realizdé en la Universidad Autonoma Agraria Antonio
Narro Buenavista, Saltillo, Coahuila, en el laboratorio de Fitopatologia del

Departamento de Parasitologia.

El material utilizado fue una cepa de Beauveria bassiana recuperada de gallina
ciega Phyllophaga sp; en un medio de cultivo Saboraud Dextrosa Agar (SDA). Las
larvas infectadas de gallina ciega de la cual se aislo la cepa de Beauveria bassiana fue
colectada en la localidad de Puragua, municipio de Jerecuaro, Guanajuato, localizado
sobre las coordenadas de Latitud Norte de 20° 05" y con una latitud Oeste de 100° 27"y

encontrandose a una altura de 2000 msnm.

Método de aislamiento de Beauveria bassiana.

Para la recuperacion del hongo de la larva de la gallina ciega se auxilio de una
asa bacterioldgica tomandose muestras de la larva de la gallina ciega infectada y se
depositaron en forma directa en placas de Petri con Papa Dextrosa Agar (PDA) y Papa
Dextrosa Saboraud (SDA). Realizada la siembra, las placas fueron selladas con Kleen
Pack. Después de haberse registrado las cajas fueron pasadas a la incubadora a una
temperatura de 24 a 25°C aproximadamente por 5 dias. Del crecimiento algodonoso del
hongo se purifico en el mismo medio para posteriormente realizar las observaciones

morfolédgicas y de crecimiento del hongo para su identificacion.
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Figura .2. Crecimiento de Beauveria bassiana en el medio de cultivo (ADS)
Elaboracion del in6culo

De una caja petri con Agar Dextrosa Sabouraud (ADS) inoculado con el aislado
de Beauveria bassiana de gallina ciega BGC- I, previamente esterilizado, se tomo6 un
cm’ agar de 72 horas de crecimiento de manera séptica con bisturi del centro de la
placa para inocular un matraz Erlen Meyer de 500mililitros con 250 mililitros de Caldo
Dextrosa Saboraud (CDS), el cual fue incubado a 150 rpm por espacio de 5 a 7 dias a

temperatura de laboratorio.

El micelio producido durante este periodo de incubacion se utilizd para inocular
el substrato de produccion (bolsas de Arroz) de conidios del hongo entomdpatogeno. Se
tomo como tiempo Optimo de crecimiento del inoculo el hecho de haber cambiado la

tonalidad del crecimiento micelial de un color crema a un color rojo ladrillo.
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Figura 3.. Propagacion de Beauveria bassiana en Caldo Dextrosa Sabouraud

(CDS) a 5 dias de incubacion.

Beauveria bassiana BGC-I creci6é de manera uniforme en el medio de cultivo sin
formar grumos o pelotas miceliales., lo cual facilito su empleo al momento de inocular
el substrato de produccion. Se observo también que en mas de 5 dias de incubacion el
micelio contenido en el matraz tendia a formar natas de micelio lo cual dificultaba la
inoculacion del substrato. El tiempo optimo de incubacion del micelio se correlaciono

con el cambio de color de la masa miceliar de la cepa de Beauveria bassiana.

15 mililitros del inoculo de Beauveria bassiana BGC-I fueron diluidos con 5Sml
de cofactor de crecimiento Caldo Extracto de Malta y Caldo Extracto de Levadura (0.5%
P/V), por separado para ser agregados al substrato de produccioén (Arroz colocado en

bolsas plasticas ya esterilizadas).

Una vez inoculados fueron incubados a 26°C por 32 dias para la produccion de

esporas. Al termino de la incubacion las bolsas fueron pesadas para el analisis
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estadistico (Cuadro. 4). Las esporas fueron extraidas por tallado manual en un tamiz N.
0.42mm de didmetro, posteriormente cada extracto fue pesado para su andlisis en
cuanto al rendimiento de ingrediente técnico (Cuadro 5). Este ensayo por sexduplicado
y los datos estadisticos de la comparacion de medias por Tukey se muestra en el

(Cuadro 5).

Preparacion del sustrato

Primeramente se puso a remojar 2kg de arroz en 2 litros de agua con 25ml de
hipoclorito de sodio (cloralex) dejandolo por espacio de 30 minutos agitandolo
constantemente, transcurrido este tiempo el arroz fue lavado con suficiente agua y
despué¢s fue puesto a escurrir. Posteriormente se procedi6 a embolsarlo
aproximadamente 150 gramos por bolsa, grapando cada una de las bolsas.
Posteriormente fueron sometidas a esterilizacion por 30 minutos a 120° C y 20 libras de

presion.

Produccion de conidias de B. bassiana.

Ya frios los substratos de produccion (el arroz en bolsa) se realizo la inoculacion
en una campana de flujo laminar perfectamente bien desinfectada con alcohol al 70%
(v/v). Hecha esta labor fueron inoculados con (20ml) los paquetes con ayuda de una
jeringa, marcando con un punto el lugar por donde se inoculo después se le puso un
pedazo de cinta con la referencia del tratamiento (cofactor utilizado) realizado de igual
manera el mismo procedimiento para los otros tratamientos, con extracto de malta y

extracto de levadura. (Figura 4).
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Figura 4. Inoculacion del soporte de crecimiento con su respectivo cofactor (Extracto

de levadura, Extracto de malta, agua destilada como testigo).

Una vez inoculado el substrato de produccion se sometio a incubacion por 32
dias a 26°C en una incubadora, con el objeto de mantener la Humedad Relativa alta fue
colocado en el interior un recipiente con agua destilada, las bolsas que presentaran el
crecimiento fueron mezcladas a los 10 y 20 dias con el objeto de mantener uniforme la
presencia del hongo en todo el arroz. Al termino del tiempo de incubacion cada bolsa
con hongo fue pesada con el objeto de encontrar diferencias en cuanto a los

rendimientos obtenidos.
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Figura 5. Bolsas con crecimiento micelial después de 32 dias de incubacion.

Las bolsas de arroz conteniendo el crecimiento de Beauveria bassiana BGC-I fue
tallado dos veces de forma manual. Primeramente en maya mosquitera y posteriormente
en un tamiz de 0.42mm de didmetro. El peso del principio activo obtenido se registro
con el objeto de observar diferencias estadisticas en los rendimientos del ingrediente

activo en los diferentes tratamientos.
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Método de extraccion del principio activo (conidias y micelio de B. bassiana)

Figura 6. Extraccion de conidias en forma manual con ayuda de un tamiz

Conteo de esporas

Se tomo una muestra de 40 miligramos del ingrediente técnico y se coloco en un
tubo de ensayo con 100ml de agua destilada estéril con unas gotas de tween 20% la
suspencion obtenida se agito vigorosamente agregandole unas gotas de aceite de pino
para cortar la espuma. Con ayuda de una pipeta Pasteur se tomd una muestra de la
suspencion y se coloco en la cdmara de Neubauer, para hacer los respectivos conteos de
conidios por a cuadrante y determinar el numero de esporas presentes en dicha muestra.
De cada tratamiento y cada repeticion, realizando los conteos por cuadruplicado y

tomandose el promedio como el nimero de conidios obtenidos por cada conteo.
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La manera de realizar los conteos en la camara de Neubauer, se efectuo de la

siguiente manera.

La camara de Neubauer consta de dos campos de conteo, en cada campo tiene 9
cuadros grandes y a su vez presenta 25 cuadros de 16 cuadrados mas pequeiios donde
cada grupo es de 0.2mm. El campo utilizado dependera del tamafio de la espora, pero
para este caso se utilizara el campo donde la cuadricula sea pequefia denominando a los
cuadros de conteo como (a, b, c, d), para esto el conteo por muestra se repetira 4 veces
para posteriormente sacarse un promedio. Posteriormente con los datos obtenidos se
sustituiran a la formula para obtener la concentracion de esporas por miligramo.

Total de conteo (5 cuadros chicos) * 50%1000%0.25 = esporas/mgr.

Pruebas de patogenisidad.

Para la realizacion de este bioensayo se colectaron hormigas adultas del género
Atta spp, colectadas en un bote de pléastico con algodon embebido de una solucion de
sacarosa al 10% (P/V), colocado en el interior del bote para la atraccion del insecto. De
manera individual cada hormiga fue impregnada de una solucion de conidias
procedentes de cada una de las bolsas de produccion perteneciente a cada cofactor de
crecimiento y el testigo de referencia para ello 200 mg de ingrediente técnico (extracto
de conidias de los sistemas de produccion) se mezclo en 100ml de agua destilada estéril
con tween 80 (0.01% V/V). Cada tratamiento fue repetido tres veces y cada bioensayo
consto de cuando menos 7 repeticiones Las hormigas de cada tratamiento fueron
colocados en cajas petri estériles conteniendo papel himedo y follaje suave, se
incubaron por siete a diez dias hasta observar el crecimiento del hongo sobre el cuerpo
de la hormiga confirmando con ello la patogenisidad de Beauveria bassiana producida

en cada cofactor y el testigo.
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Analisis estadistico.

Los experimentos de crecimiento y de produccion de Beauveria bassiana BGC-1
fueron analizados bajo un disefio completamente al azar con tres tratamiento con seis y
cuatro repeticiones. Las medias (X) experimentales se compararon a través de la prueba
de Tukey (P=0.01 y 0.05)usando la diferencia minima significativa (DMS), para

estratificar los tratamientos efectuados en el disefio experimental.

Los datos utilizados fueron el peso final de las repeticiones de cada tratamiento
de produccion de masa micelial y conidios producidos peso del ingrediente técnico
recuperado de cada tratamiento y numero de conidios producidos por unidad de peso en

cada tratamiento.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1.- Aislamiento e identificacion de la cepa de Beauveria bassiana.

A partir de una muestra de larva de gallina ciega Phyllophaga sp. infectada y con
crecimiento fungoso superficial procedente de Jerecuaro, Guanajuato se logro el
aislamiento de un hongo en el medio de cultivo Agar Dextrosa Saboraud (ADS). La cepa

aislada presento las siguientes caracteristicas.

Crece de forma algodonosa tal y como se manifestd inicialmente en la larva
recuperada de Jerecuaro, (Figura 4), presentd micelio septado y de color blanco en la
superficie del medio de crecimiento, en el fondo del medio, crece de color cremoso en

las primeras 48 a 72 horas y posteriormente cambia a un color amarillo palido.

Al realizar microcultivos para facilitar la observacion de los conidios de este
hongo se encontré que los esterigmas se desarrollan en los vértices de micelio donde

forma una roseta, a partir de la cual crecen los conidios de forma o apariencia a limon.

Basado en esta caracteristicas y el hecho de haber sido aislado de un insecto
enfermo provocando micosis superficial tipo muscardina blanca, este aislado concuerda
con las caracteristicas morfologicas del entomopatdégenos Beauveria bassiana segun

Barnett y Hunter (1972), a este aislado se le asigno la clave BGC-I.

Rendimiento total en peso de b. bassiana mas sustrato a 32 dias de incubacion.

El aislado de Beauveria bassiana se propagd en Caldo Dextrosa Saboraud

(CDS) por espacio de cinco a siete dias. En este tiempo la cepa desarrolla su
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crecimiento micelial cambiando de una tonalidad blancuzca a una apariencia de color
rojo ladrillo. Este micelio fue posteriormente inoculado al sustrato de produccion de
conidias (bolsas de arroz) los cuales se incubaron a 26°C por 32 dias, tiempo en el cual
se realizo la extraccion de los conidios, raspando el arroz sobre la malla de tamiz de

0.42mm de diametro.

El contenido en peso de cada bolsa una vez inoculada incubada y pesada se
muestra en el (cuadro 4 ), donde se observa que no existe razén suficiente (P = 0.05)
como para considerar que los pesos son diferentes en los tratamientos (Extracto de
malta, Extracto de levadura y agua destilada). Esto es que los dos tratamientos en
comparacion con el testigo en el cual solo se empleo agua como diluyente micelial
producen similares pesos de sustrato, crecimiento micelial, por lo tanto se considera que
en base al peso de cada repeticion, los tratamientos se comportaron como iguales. Por
tal motivo se considera que el peso del sustrato micelio, proveniente del crecimiento del
hongo Beauveria bassiana no se ve afectado por el cofactor utilizado es decir, el peso
del sustrato y el crecimiento del hongo, no se ve afectado por el cofactor en
comparacion con el testigo. Por lo tanto los cofactores no estimulan el rendimiento del
micelio - esporas dado que la media (x ) del peso de las bolsas es semejante con o sin

cofactor del crecimiento al menos estadisticamente

(P =0.05) (Cuadro 4).

Cuadro 4. Analisis de varianza del peso de arroz, micelio- esporas obtenidos por cada

cofactor de crecimiento a 32 dias de incubacion.

TRATAMIENTOS | REPETICIONES S Ccv X+ ES
TESTIGO 6 8.4071 0.0604 1.40+3.759 a
EXT. LEVADURA 6 9.675 0.075 128.1£4.351 a
EXT. MALTA 6 7.951 0.058 136.5£3..555 a

*a Cada uno de los tratamientos con la misma letra son estadisticamente similares (P=0.05)
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El andlisis de varianza (Cuadro 5) nos comprueba que en los tratamientos no
existe evidencia estadistica como para considerar que son diferentes al testigo o que el

comportamiento fue diferente en las distintas repeticiones del ensayo (Cuadro 5).

Cuadro 5. Anilisis de varianza del contenido en peso del micelio, esporas- arroz por

unidad experimental de produccion.

FUENTE DE GRADOS SUMA DE CUADRADO F. P>F
VARIACION DE CUADRADO MEDIO CALCULADA
LIBERTAD
COF'S. CREC. 2 338.687500 169.343750 1.7983 0.198
ERROR 15 1412.531250 94.168747
TOTAL 17 1751.218750
C.V=7.20%

Recuperacion del ingrediente técnico de beauveria bassiana.

Del crecimiento de B. bassiana BGC-I sobre el sustrato (arroz) se recuperd el
micelio y los conidios raspando manualmente sobre un tamiz de .42 mm de diametro.
Al polvo recuperado se le denomin6 ingrediente técnico, al peso de esté material se le
analiz6 estadisticamente. Este ingrediente técnico contiene tanto micelio como esporas y
restos de particulas de arroz (Cuadro 6). Se encontr6 que al evaluar los datos no existe
evidencia suficiente como para considerar que los rendimientos de ingrediente técnico
en cada uno de los cofactores sean diferentes en relacion con el testigo, es decir que los
rendimientos no se ven afectados (mayor produccion) por el cofactor, se acepta por lo

tanto que son iguales.
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Cuadro 6. Datos de ingrediente técnico obtenido por unidad experimental de cada

cofactor de crecimiento a 32 dias de incubacion.

TRATAMIENTOS | REPETICIONES S CV X+ES*
TESTIGO 6 1.424 0.2495 5.7£0.638 a
EXT. LEVADURA 6 1.954 0.4157 4.7+ 0.876 a
EXT. MALTA 6 2.3218 0.448 52+1.0383 a

*a Cada uno de los tratamiento pertenecen al mismo grupo estadistico (P=0.05)

* Gramos de ingrediente técnico/ bolsa de arroz.

El andlisis de varianza muestra que estadisticamente entre los tratamientos no
haya evidencia como para considerarlos como diferentes, (P= 0.05) se comportan por lo

tanto de manera similar.(Cuadro 7).

Cuadro 7. Analisis de varianza del ingrediente técnico obtenido por cofactor de

crecimiento por unidad experimental a 32 dias de incubacion.

F. DE GRADOS DE | SUMA DE |CUADRADO F. P>F
VARIACION | LIBERTAD |CUADRADO MEDIO CALCULADA
COF. CREC. 2 3.041962 1.520981 0.4637 0.643
ERROR 15 49.206360 3.280424
TOTAL 17 52.248322
CV =34.86%

Produccion de conidios de Beauveria bassiana.

Al igual que los rendimientos obtenidos en ingrediente técnico, el contenido de
este en cuanto al numero de conidios presentes se cuantifico en este mediante el conteo
en una camara de Neubauer, se obtuvo que no existe diferencia estadistica significativa
en el contenido de conidios por gramo. (Cuadro 8). Por lo que los rendimientos de estos
son semejantes en los tres tratamientos. No existio un evento estimulativo por parte de
los cofactores para incrementar los niveles de conidios producidos en comparacion con
el testigo al cual solo se le agregd agua, se acepta por lo tanto que son idénticos, el

numero de conidios presentes en los tratamientos.
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Cuadro 8. Concentracion de conidias de Beauveria bassiana BCG-1 por miligramo de

peso obtenidas por cofactor de crecimiento a 32 dias de incubacion.

TRATAMIENTOS | REPETICIONES S Cv X+ES*
TESTIGO 6 10.764 1.281 8.40+4.813 a
EXT. LEVADURA 6 1.6394 0.5177 3.16£0.7331 a
EXT. MALTA 6 2.41091 0.6088 4.12+1.782 a

* 1x10° conidios/ mg

a Grupos con la misma letra son iguales estadisticamente (P= 0.05)

De lo anterior se puede deducir que los cofactores de crecimiento de extracto de
malta, el extracto de levadura no incrementan los rendimientos en peso del hongo la
cepa de Beauveria bassiana BGC-I'y que por consiguiente el substrato utilizado (arroz)
fundamentalmente fue utilizado como fuente de Carbono y Nitrégeno para el

crecimiento del hongo.

Analisis de los rendimientos de B. bassiana a 14 dias de incubacion.

Se encontré que existe una produccion similar en cuanto a rendimientos en peso
de gramos de micelio - arroz, cantidad de ingrediente técnico (Polvo obtenido de la
separacion del micelio — esporas del soporte de crecimiento) y del contenido o
produccion de conidios producidos en el segundo experimento de incubacion de
Beauveria bassiana BGC-I a 14 dias de incubada en el sustrato de produccion (bolsas
de arroz). Para estas tres variables, se encontrd6 que no existe evidencia estadistica
(P=0.05) que permita separar a los rendimientos de conidios, o ingrediente técnico,
como diferentes al testigo debido a que produjeron rendimientos semejantes

estadisticamente, se acepta por lo tanto como iguales.
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Cuadro 9. Datos de nimero de conidios producidos de Beauveria bassiana BGC-I por

cofactor de crecimiento a 14 dias

TRATAMIENTOS | REPETICIONES S Cv X+ E S*
TESTIGO 4 2.9021 0.682 4.25+ 2.9021 a
EXT. LEVADURA 4 2.247 0.696 3.225¢ 1.297 a
EXTT. MALTA 4 2.4056 1.000 | 4.0325+1.3889 a

* 1X10° conidios /mg

a Correspondiendo al mismo grupo estadisticamente son similares (P=0.05)

Se encontrd por lo tanto que no es necesario incubar mas de catorce dias las
bolsas de arroz de produccion de conidios de B. bassiana tal y como se hace
actualmente, dado que la produccion de estos puede estar definida a los catorce dias de
incubacién o antes de este tiempo, siempre y cuando se inocule el sustrato de produccion
con micelio de B. bassiana producido en un medio liquido e inoculando el sustrato de

soporte en bolsas de arroz en proporcion al 10% basandose en el peso del sustrato.

También es de resaltar que los cofactores de crecimiento empleados como
estimulantes de la formacién de conidias (Extracto de levadura, Extracto de malta) no
incrementan significativamente las conidias que se producen en el sustrato de
produccion (bolsas de arroz) en comparacioén con el testigo en el que se empleo agua

destilada estéril como diluyente micelial.

Pruebas de patogenisisdad.

Se confirmo que el hongo aislado Beauveria bassiana GC-I mostrd
patogenisidad entre los 7 y 10 dias de haber impregnado hormigas (4Atta mexicana) en
una solucion de ingrediente técnico a razén de 2mg/ml comprobando la patogenisisdad
del hongo por micosis externa o crecimiento del hongo en las hormigas. Sin embargo,
no se observo efecto en tiempo y apariencia de la micosis entre los tratamientos extracto

de levadura y extracto de malta, en comparacion con el testigo, por lo que consideramos
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que no hay efecto marcado en patogenisidad, perdida o incremento de esta por el uso

del cofactor de crecimiento o por su ausencia.
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CONCLUSIONES

Se aislo una cepa de un hongo entomopatdgeno que pertenece a la especie de
Beauveria bassiana de una larva muerta y con micosis superficial externa de color

blanco, sus caracteristicas.

Esta cepa manifestd crecimiento rapido en el medio (SDA). Al propagarlo en
substratos tradicionales (arroz) impregnados con dos diferentes cofactores de
crecimiento (Extracto de Malta y Extracto de Levadura). Se encontré que estos no
estimulan la produccion de micelio, ni la de produccion de conidias encontrando que el
hongo se manifiesta en su patogenisidad de manera similar en hormigas arrieras (A4#a.
Mexicana,), al ser impregnadas por inmersion en una solucion de conidios de Beauveria
bassiana BGC-I, no manifestandose diferencias en patogenisidad en los tratamientos

empleados, ni en los tiempos de incubacion usados.
Al demostrar la patogenisidad de los conidios producidos de B. bassiana BGC-I,

no se encontrd un efecto marcado dependiendo del cofactor sobre su viabilidad y

virulencia sobre hormigas del género Atta sp.
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