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Caracterizacion y viabilidad del hongo entomopatdégeno Beauveria
bassiana en el laboratorio de control biolégico del ITZM

RESUMEN

Se realiz6 la caracterizacion biolégica de Beauveria bassiana, utilizando la clave
deuteromicetes de esta manera se reconocieron cada una de las estructuras
gue constituyen al hongo determinando asi cada una por etapa de crecimiento,
asi mismo se realiz6 el conteo de esporas por medio de la camara de neubauer,
con la que pudimos estimar su viabilidad, arriba del 80% esto quiere decir que
tenemos hongos viables para ser aplicados en campo. Asi mismo se realizé la
cosecha de Beauveria bassiana, poniéndole la cantidad de 20gr de diatomita

por bolsa, se colecto un total 140 gr de hongo puro.
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| INTRODUCCION

Beauveria bassiana es un hongo deuteromiceto que crece de forma natural en
los suelos detodo el mundo. Es un producto biolégico, su poder
entomopatdégeno le hace capaz de parasitar a Insectos de diferentes especies,

causando la conocida enfermedad blanca de la muscardina.

Pertenece a los hongos entomopatdgenos y actualmente es utilizado
como Insecticida biolégico o0 Biopesticida controlando un gran numero
de Parésitos de las Plantas como son las Orugas, las Termitas, las Moscas

blancas, los Afidos, los Escarabajos o los Tisandpteros.

Este control biolégico se aplica a una buena variedad de cultivos de importancia

agricola como: Viandas, Granos y Hortalizas.

Los hongos entomopatdogenos ocupan un lugar importante en el control
microbial de insectos plaga, ya que virtualmente todos los 6rdenes de insectos
son susceptibles a enfermedades fungosas, tomando una particular importancia
el caso de insectos con aparato bucal picador chupador que no es afectado por

patdgenos que infectan por via intestinal (Fonseca, 2002).

Los hongos entomopatdégenos comprenden un grupo heterogéneo de mas de
100 generos, solamente un pequefio porcentaje de estos tienen que ser
considerados por su potencial como agentes de control microbial; tomando en
cuenta que algunos de estos generos tienen un amplio espectro de hospederos

y en muchos casos sus rangos geograficos son también amplios, contamos
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entonces con una gran diversidad genética entre aislamientos de la misma
especie de diferentes hospederos y localidades, por lo que es prioridad que en
programas de control biolégico y manejo integrado de plagas, se colecten,
purifiquen y conserven estos microorganismos para obtener opcion a
seleccionar aquellos mas promisorios para usarse en programas de control

biolégico por incremento (Fonseca, 2002).

Se reconocen tres requerimientos especificos para la produccion comercial y
uso exitoso de hongos como agentes de control de insectos. Primero el aislado
del hongo seleccionado para produccién masiva debe tener crecimiento rapido,
abundante esporulacion y patogenicidad suficientemente alta sobre la plaga
blanco. Segundo, los costos de produccién deben ser minimos, esto se puede
desarrollar logrando un medio que sea simple, barato, disponible en cantidades
suficientes y un procedimiento de produccién facil y con un minimo de labor.
Tercero, el producto debe ser convenientemente formulado para su
almacenamiento por largo tiempo bajo condiciones naturales o cercanas a estas

sin pérdida significativa de su viabilidad (Fonseca, 2002).

Para ello en el presente trabajo se realizara la caracterizacion de Beauveria
bassiana y su viabilidad con el propésito de obtener cepas puras para
posteriormente ser utilizadas para su produccion y uso como insecticidas
bioldgicos siendo estd una alternativa de control menos nociva que el uso de

agroquimicos.



I OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Evaluar la caracterizacion y viabilidad de la produccion del hongo
entomopatégeno Beauveria bassiana en granos de arroz en el laboratorio de

control biolégico en las instalaciones del ITZM.

2.2 Objetivos especificos

e Observar la caracterizacion del hongo Beauveria bassiana durante el
crecimiento del hongo en medio sélido, en el laboratorio de control

bioldgico en las instalaciones del ITZM.

e Evaluar la viabilidad del hongo Beauveria bassiana aplicado en granos
de arroz en el laboratorio de control biolégico en las instalaciones del

ITZM.



Il JUSTIFICACION

Coadyuvar al proceso de formacion que los estudiantes adquieren en el aula,
asi mismo les permite identificar, contextualizar e impulsar el desarrollo y la
utilizacion de insecticida biolégico o biopesticida, utilizando tecnologia moderna,
sin deterioro del medio ambiente y con una vision profesional.

Capacidad para identificar, plantear y resolver problemas, realizara trabajos en
equipo, realizara analisis, sintesis, abstraccion, adquirira la habilidad de uso de
tecnologias de informacién y comunicacion, también aplicara los conocimientos
adquiridos en la practica.

El uso de hongos entomopatdégenos para el control de plagas, parece ser una
alternativa viable y acorde con las tendencias actuales, donde se fomenta el
aumento del uso de biopesticidas. Sin embargo la eficiencia de este método
depende de un desarrollo de informacion bdasica que permita una mejor

seleccién y caracterizacion de las cepas.



IV MARCO TEORICO

Aproximadamente en el afio 900 A. C., se conocio en el oriente que los hongos
podrian crecer en insectos (Sandoval, 2001). En 1834, Agostino Bassi
considerado el padre de la patologia demostr6 que el hongo Beauveria
bassiana (Balsamo) Vuillemin, era el agente causal de la enfermedad
denominada "Muscardina blanca", causante de la muerte de larvas del gusano
de la seda, Bombix mori.

Desde 1880 hasta principios del siglo XX espectaculares epizootias causadas
por hongos entomopatdgenos han conducido a estudios de su uso potencial
para el control de plagas (Sandoval 2001), siendo que en el afio de 1945, fue
instalado el primer laboratorio de patologia de insectos en la Universidad de

California (Badilla, 1994).

4.1 Importancia

La proteccién de cultivos contra plagas de insectos aun es dominada por los
plaguicidas quimicos, Las ventajas de insecticidas a escala mundial en 1995
alcanzaron $8.75 billones de dolares, de los cuales Unicamente 1.5 a 2 %
correspondian a biopesticidas (Alatorre, 2006). Un informe de mercado Europeo
revela que la tasa de crecimiento anual es del 10.1%, con tendencia a aumentar
(Gonzalez-Coloma et al., 2007). Debido a la continua e intensa presion selectiva
se ha propiciado la apariciébn de plagas resistentes que requieren dosis cada
vez mas elevadas de insecticidas. Mas de 400 plagas de insectos han
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desarrollado resistencia a estos productos y ademas, aparece en un namero
aun mayor después de cada tratamiento, debido a que también son eliminados
sus enemigos naturales, asi como los de plagas secundarias, que al quedar
fuera de control pueden rebasar el umbral econémico y producir pérdidas
considerables (Mier et al., 1994). Todo esto han asegurado el creciente interés
en estrategias alternativas para el manejo de plagas incluyendo los hongos
entomopatdégenos (Alatorre, 2006). EI mercado principal de los bioplaguicidas lo
constituye la agricultura ecoldgica, cultivos bajo plastico, parque y jardines.
(Gonzélez-Coloma et al.,, 2007). Los productos formulados con hongos

entomopatdgenos, constituyen solo una pequefia fraccion de los biopesticidas.

4 2Taxonomia

Segun la clasificacién taxondmica hecha por Ainsworth (1973), la cual separa
los hongos en dos divisiones: Myxomycota por formar plasmodios y Eumycota
por no formarlos y ser frecuentemente miceliales. Los hongos entomopatégenos
se encuentran en la divisibn Eumycota, y en las subdivisiones:
Mastigomycotina, Zygomycotina, = Ascomycotina, Basidiomycotina vy
Deuteromycotina. (Alean, 2003; Tamez et al., 2007)

Los Deuteromycotina, mejor conocidos como hongos imperfectos por no
presentar estado sexual, presentan la clase Hyphomicetes la cual se caracteriza
por formar micelio septado con un conidioforo simple o agrupado y la

identificacion de los géneros se basa en la forma en que se originan las



conidias en el conidioforo (Berlanga, y Hernandez, 1996b), estos hongos son
los entomopatdgenos mas importantes ya que incluye a la mayoria de las
especies conocidas como patégenos de insectos e incluyen a los de géneros
considerados como promisorios en el control microbiano por incremento
(Berlanga, 2004).

La clasificacion de los hongos entomopatdogenos es paralela al sistema
establecido para hongos en general, por lo que el criterio taxonémico utilizado
para su clasificacion es fundamentalmente basado en sus caracteristicas
morfologicas, sin embargo recientemente se han considerado algunos aspectos
fisiolégicos, bioquimicos, y genéticos por la necesidad que ha surgido de
realizar caracterizaciones mas precisas entre aislamientos de la misma especie
(Berlanga, 2004).

Subdivisién.- Deuteromycotia

Clase.- Coelomyces Micelia-Steril

Orden.- Sphaeropsidales

Género.- Beauveria

4.3 Biologia

En 1834 Agostino Bassi demostré por primera vez que una enfermedad en
insectos era ocasionada por un hongo; de manera experimental confirmé la
enfermedad “muscardina blanca” del gusano de seda Bombix mori Linnaeus,
gue en 1835 Balsamo Crivell describié y llamo al hongo Botritys bassiana en

honor a Bassi.



El género Beauveria es un entomopatdégeno imperfecto de la clase de los
Deuteromycetes, familia Monilaceae. Es un hongo cosmopolita que infecta a
mas de 700 especies de insectos, (Berlanga y Hernandez, 1999b).

Es un hongo entomopatégeno que tolera un rango amplio de temperatura y
humedad relativa, es asi como se explica la capacidad de esta especie para
adaptarse a diferentes areas edafoclimaticas (Godoy et al., 2007).

Sus hifas septadas contienen las estructuras reproductivas denominadas
conidioforos, sobre los cuales se desarrollan las conidias. Este ramifica sus
micelios para formar conidiéforos que son simples e irregulares los cuales
terminan en vértice en forma de racimos, la base de la célula conidibgena es
globosa presentando un adelgazamiento en el area donde se insertan los
conidios, los cuales son de 2 — 3 X 2.0 - 2.0 um estos se insertan sobre
esterigmas curveados en forma irregular o dispuestos en zig-zag. El hongo se
caracteriza por presentar una apariencia polvosa, blanco algodonoso o
amarillamiento cremoso (Berlanga y Hernandez, 1999b) Los hospederos de
este género son principalmente lepidépteros, Coleopteros, e Hymenopteros
pero puede presentarse en Homoépteros y Dipteros (Berlanga y Hernandez,

1996h).

4.4Ciclo de Vida

Un insecticida microbial debe ser producido formulado y estabilizado para que
bajo condiciones normales de almacenamiento no se afecten sus propiedades

de insecticida. En general son al menos 18 meses de estabilidad en
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almacenamientos lo requerido para el uso en el mercado agricola. Si el
insecticida es producido por contrato para aplicar en un tiempo especifico una
estabilidad de 3 a 6 meses puede ser aceptable. Temperatura y humedad
relativa son vitales para la estabilidad, muchos entomopatogenos no

permanecen estables mas de 12 meses a 4°C.

4.5Reproduccién y Crecimiento

Un medio de cultivo es una sustancia o solucién que permite el desarrollo de
microorganismos, mientras que el cultivo es el producto del crecimiento de un
organismo. Los medios utilizados en esta ocasion deben contener los nutrientes
suficientes para asegurar el desarrollo y reproduccién de los hongos como lo es
carbono, nitrégeno, vitaminas, oligoelementos, etc. y un pH ligeramente acido (6 —
6.3) para facilitar su crecimiento e inhibir al mismo tiempo el desarrollo de otros
microorganismos.

Se puede afadir antibidticos antibacterianos para inhibir el crecimiento de

bacterias saprofitas que suelen contaminar las muestras.

4.6 Humedad

El nivel de humedad en la fermentacion solida (FMS) puede variar de 12% a
80%, en la practica los procesos se llevan a cabo en valores de humedad que
varian de 40% a 80% dependiendo de la capacidad de retencion de agua del

material.



El contenido de liquido de las particulas debe de estar en el nivel
correspondiente a la actividad de agua necesaria para el metabolismo vy
adecuado crecimiento del microorganismo, pero no exceder la maxima
capacidad de retencion de agua de la matriz sélida. El amplio rango de
sustratos solidos utilizados en la FMS se clasifican en dos grandes categorias
1) Las particulas son al mismo tiempo el soporte y el sustrato, este es el caso
de los materiales organicos; 2) la parte solida solo es el soporte (minerales o
materiales sintéticos) y deben ser humedecidos con diferentes soluciones

nutritivas para el desarrollo del microorganismo.

4.7 Temperaturay Ph

La temperatura Optima para su buena reproduccion es entre 25 y 27 °C, el pH
recomendado para el cultivo de hongos en el laboratorio es de alrededor de 7, un

pH neutro o ligeramente acido (6.8).

4.8 Medio de Cultivo

a) Papa dextrosa agar (PDA)

e Papa sin pelar 200 g

e Dextrosa 10g
e Agar 189

e Agua destilada 1 litro
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Lavar las papas, cortarlas y hacerlas hervir en un litro de agua destilada por

20 minutos, colar y disolver en el liquido la dextrosa y el agar. Esterilizar en
autoclave durante 15 minutos a 15 libras de presion.

Con los mismos ingredientes, excluyendo el agar, se obtiene el medio liquido de
Papa Dextrosa (PD), muy utilizado para la preparacion del in6éculo en forma

masiva.

b) Sabouraud

e Dextrosa 209
e Peptona 10g
e Agar 189

e Aguadestilada 1000 ml

Se pueden utilizar antibiéticos como Penicilina + Estreptomicina (30 — 50ppm)

gue deben agregarse a los medios de cultivo después de ser esterilizados en

autoclave y enfriarlos a una temperatura menor a 60 °C

11



V METODOLOGIA

5.1 Preparacion de Matrices

La preparacion de medio de cultivo PDA (Papa Dextrosa Agar) se realiza en
400 ml. de agua destilada con 26 gr. de PDA en un matraz de 1L (figura No. 1),
se cocina en un DIRT (Parrilla Digital) a una temperatura de 250°C durante 15
minutos. Se vertid 10 ml de Agar en 20 tubos de ensayo y 20 ml en 10 cajas
Petri, los tubos de ensayo se colocan en unos vasos precipitados y las cajas de
Petri se colocan en bolsas de polipapel resistentes al calor y se colocan en unas
canastas metdlicas que se introducen en el auto clave para ser esterilizados
(figura No. 2). Después del tiempo transcurrido de la esterilizacion se sacan y
se dejan enfriar cuando la solucion ya esta solidificada de forma horizontal con
una leve inclinacion para después continuar con la siembra de hongo Beauveria

bassiana en los tubos de ensayo y cajas de Petri (matrices) (figura No. 3y 4).

LNo FUmar |

Figura No. 1 .- pesado del agar  Figura No. 2.- esterilizacién en autoclave
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| \\ 7\
FiguraNo. 3 y Figura No. 4.- medio de cultivo en tubos de ensayo y cajas de
Petri para después sembrar hongo Beauveria bassiana

5.2 Sembrado de Matrices

Se limpia y esteriliza el lugar donde se realizara la siembra, asi como la camara
de flujo laminar con abundante cloro al 5% y alcohol absoluto, para una mejor
esterilizacion se utilizé una torunda de algodén con alcohol encendido (figura
No. 5). Se prepararon los mecheros con alcohol y se encienden para mantener
un ambiente mas estéril. Se tomo6 la cepa del hongo Beauveria bassiana,
donada por el Comité Estatal de Sanidad Vegetal (CESAVEQROO) (Figura No

6).

Figura No. 5.- esterilizacion con fuego Figura No. 6.- Cepa del hongo
Beauveria bassiana donada por el
CESAVEQROO.

13



Se realiza la siembra en los tubos de ensayo y en las cajas de Petri, se colocan
los mecheros encendidos para que no se tenga mucha contaminacién del
medio ambiente y un tubo con agua esterilizada y antibidtico para evitar que el
aza se contamine, se introduce el aza en la Beauveria bassiana aislada e
inmediatamente se introduce al tubo de ensayo (Figura No. 7) después en la
caja de petri en forma de zigzag se deposita en el medio de cultivo, se retira el
aza y se introduce en el antibidtico para que no quede expuesta al medio
ambiente (Figura No. 8), inmediatamente se le pone su tapén al tubo de ensayo
y a la caja de Petri se sella con cinta parafilm (Figura No. 09), se colocan en un

area de incubacion con la luz y la temperatura adecuada para su pronta

reproduccion (Figura No. 10).

Figura No.7 siembra con aza en Figura No. 8 siembra con aza en cajas
tubos de ensayo con hongo B.b. de Petri con hongo B. bassiana.
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Figura No. 9 sellado de cajas de Figura No. 10 area de incubacién
Petri con cinta parafilm.

Pasadas de tres semanas obtenemos las nuevas sepas de Beauveria bassiana
producidas en el laboratorio entomoldgico del Instituto Tecnoldgico de la Zona
Maya (Figura No. 11). Se observa muy buena esporulacibn y su
desprendimiento como talco al agitarla ligeramente. Se llevan al refrigerador
para conservar su viabilidad y utilizarlas posteriormente para inocular el arroz

para su produccién masiva (Figura No. 12).

Figura No. 11 hongo Beauveria b. Figura No. 12 cepas en refrigeracion.
en desarrollo.
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5.3 Caracterizacién de Beauveria bassiana

Se caracterizé por presentar un crecimiento lento, circular, llegando alcanzar 20

mm de didmetro en 10 dias, lo que coincide con lo establecido por Domsch et
al, (1993) para la colonia de Beauveria bassiana en un rango de 0.6 a 2.3 cm de
diametro. El aspecto de la colonia es lanoso y en forma de polvo debido a los
abundantes conidios, es de color blanco en un principio, tornandose amarillenta

posteriormente en la parte del centro, de textura blanda y superficie plana.

Esta especie posee hifas cenociticas, lisas, con células conidiogenas formando
densos racimos irregularmente agrupados, las fialides se encuentran hinchadas
en la base que asemeja la estructura de un frasco sub-globoso y se adelgazan
hacia la parte que sostiene las esporas llamado raquis en forma de zigzag. El
tamafio de las células conidiogenas es de 3.8-7 x 1.3-1.8 uym, el raquis de 2.2-
4.2 x 1 um. Los conidios de Beauveria bassiana son hialinos, lisos, de forma
globosa a elipsoidal con un tamafio de 2.2-3 ym de diametro, estos resultados
coincidieron con la descripcion hecha por Alean (2003) y Domsch et al, (1993),

para la especie Beauveria bassiana. (Figura No. 13y 14).

Figura No. 13 Figura No. 14

Hongo Beauveria bassina en desarrollo



5.4 Siembra de hongo Beauveria bassiana en arroz.

5.5 Preparado de Arroz

Se preparo 10 litros de agua destilada con 5ml de antibidtico (enrofloxacina al
10%) y 2.5 ml. de cloro para lavar el arroz el cual se inoculara con el hongo
Beauveria Bassiana, se coloca el arroz dentro de una malla cernidor y se
introduce dentro de una tina de plastico con el agua ya preparada se agita para
lavarle el almidon y se deja escurrir durante 12-15 minutos (Figura No. 15).
Seguidamente se pone 200 gr de arroz por bolsa y se amarran con muy poco
aire; para luego esterilizarlas en el autoclave por 20 minutos a una temperatura
de 121°C, después del tiempo transcurrido y de que el autoclave se halla
despresurizado, se retira el arroz el cual cuenta de un 4% a 6% de humedad y
enseguida se lleva en una mesa de metal cubierta de papel estraza y ahi se
depositan para que alcance una temperatura ambiente y después inocularlas

con el hongo Beauveria bassiana (Figura No 16).

Figura No. 15 lavado de arroz Figura No. 16 embolsado de arroz
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Figura No. 17 arroz esterilizado y en el area de reposo para incubacion

5.6 Inoculacién de las bolsas con arroz

Se prepar6 en un matraz de 1000 ml; 400ml de agua con 0.5 ml de antibiético y
0.01ml de dispersante, posteriormente se tomaron 20ml para colocarlos en dos
tubos de ensayo, 10 ml para cada uno, de dicha solucién posteriormente se le
puso un tapon de algoddn y se cubrié con papel aluminio y cinta masckin tape,
Después se prepard las mangueras y el tapon del matraz y todo se puso a
esterilizar en el autoclave (felissa) para su uso posterior. Después de la
esterilizacion y de que el material tomo una temperatura ambiente; se llevo al
area de siembra previamente esterilizada con cloro, alcohol y fuego; ya en la
campana de flujo laminar y esterilizado y frio el material, se procedidé con la
homogenizacion de una matriz de hongo Beauveria bassiana con clave (BTJS-
181113 JMLV), con 10 ml del agua con antibiético y dispersante anteriormente
esterilizada, de forma constante la entrada del tubo se pasa por el fuego del
mechero para evitar la contaminacion interna del mismo, para esto se vierte el

agua de uno de los tubos (10ml) en la matriz, y después de lograr la
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homogenizacion se deposita en el matraz con el resto del agua, se coloco la
manguera a la pistola, previamente esterilizada para luego inyectar las bolsas,
con un total de 20 ml para cada bolsa (2 inyecciones), inmediatamente se sella
el orificio de entrada con cinta adhesiva, y se mueven las bolsas para distribuir

homogéneamente el inoculo y tenga un buen desarrollo el hongo Beauveria

bassiana, (Figuras No. 19, 20y 21).

Figura No. 18 Figura No. 19

Figura No. 20

Inoculacion de bolsas de arroz con el hongo Beauveria bassiana y homogenizacién
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5.7 Traslado a sala de maduracion.

La sala de maduracion debera de tener un fotoperiodo de 14 horas luz, con
temperaturas promedio de 27+ 2 °C Las bolsas se colocan en anaqueles en
linea y sera removido el arroz cada 96 horas para romper el micelio en para
romper las estructuras de micelio en los primeros 12 dias de la siembra y con
ello obtener la mayor cantidad de esporas libres. El tiempo requerido para tener
una maxima cantidad de esporas es de 15 a 20 dias del hongo Beauveria

bassiana en produccion (Figura No. 21)

Figura No. 21 Sala de maduracion

5.8 Cosecha del Hongo Beauveria bassiana

Esta actividad se realiza en una tina de plastico con una malla-cernidor;
poniendo una bolsa de 200gr. de arroz con hongo Beauveria bassiana con 20 gr
de diatomita siendo esta un antihumectante (Figura No. 23 y 24); después de

cosechar todo el hongo se pesa (Figura No. 25), se deposita en una charola de
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papel y se extiende para que seque (Figura No. 27), posteriormente se embolsa

el arroz se guarda en el refrigerador (Figura No. 26).

Figura No. 22 Cosecha Figura No. 23 Cosecha

Figura No. 24 Pesado Figura No. 25 Refrigeracion
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5.9 Viabilidad

5.10 Preparacion de suspension

Se pes6 1 gramo de hongo Beauveria bassiana, se realizé una suspension
1:10000 de agua mas dispersante (Tween), es decir, se disolvié el hongo en
1000 ml de agua méas Tween, y se mezcla se usa una camara de Neubauer

(hemacitométro) para el conteo de esporas. (Figura 27 y 28).

Figura No. 27 pesado de hongo Figura No. 28 disolucion

5.11 Llenado de la camara.

Se tom6 una muestra del hongo diluido, colocandolo cuidadosamente en la
camara de Neubauer, en ambos lados, para colocar la muestra se deben utilizar

los canales, para evitar la formacién de burbujas.
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Figura No. 29 viabilidad

5.12 Conteo de esporas

Hay 25 celdas divididas por lineas triples que facilitan el conteo, se utilizaron 5
celdas por area, las cuatro de las esquinas y la del centro, en total se cuentan el
namero total de 10 celdas, cinco del &rea inferior y cinco del area superior.
Debido a que se cuentan el nimero de esporas contenido en un volumen de
agua, es necesario seguir un criterio uniforme, asi que se inicié el conteo por la
parte inferior izquierda y se considera que las que las esporas que estén
tocando estén tocando la linea de la parte inferior o en la parte exterior por el
lado izquierdo se consideraran en el conteo, en cambio aun y cuando la espora
este por dentro pero en la parte superior o en el lado derecho no se consideran
en el conteo (Hernandez et al., 2004).

Se cuentan las esporas con la ayuda de un microscopio con el objetivo 40X,
400 conidios germinados y no germinados. Se cuenta un total de 3 cajas para

estimar la viabilidad de un lote de produccion. (Figura No. 30 y 31)
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Calcular el porcentaje de germinacion con la siguiente formula:
a/(a+tb) X100 = % germinacion.
Donde:

a= conidios germinados

b= Conidios no germinados

Figura No. 30 conteo de esporas Figura No. 31 conteo de esporas
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VI RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos en el laboratorio de control biolégico del Instituto
Tecnologico de la Zona Maya, en la produccion del hongo entomopatdgeno
Beauveria bassiana han sido buenos por la asepsia que se ha tenido, se ha
reducido a casi un 90% la contaminacion, de esta manera se ha logrado
producir cepas sanas en las matrices que se sembraron con aza, tubos de
ensayo y cajas de Petri en la siembra en las bolsas de arroz para la produccién
masiva de las esporas del hongo Beauveria bassiana la contaminacion bajo
también en un 90% siendo un buen porcentaje de cepas sanas y con buena

viabilidad con un porcentaje de germinacién superior al 88%.

En comparacion con el hongo Metarhizium anisopliae es un poco mas lento en
su crecimiento el hongo Beauveria bassiana y la cantidad que resulta de la
misma cantidad de bolsas (30) es menor, pero son muy eficaces los dos en el

combate a plagas.

Con estos resultados se puede demostrar que en el Instituto también se puede
llevar acabo la producciéon masiva del hongo Beauveria bassiana, a un bajo
costo, y poder ser aplicado en los cultivos cercanos al Instituto para poder
también recolectar insectos micosados con este hongo y mejorar la viabilidad
del hongo, el uso de este bioinsecticidad no es perjudicial al medio ambiente y

evita varias plagas que atacan a los cultivos de esta region.
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VIl CONCLUSION Y RECOMENDACIONES

Las cepas de Beauveria bassiana, resguardadas en el laboratorio de Control
Bioldgico del Instituto Tecnolégico de la Zona Maya, las cuales fueron obtenidas
con el propésito de probar su efectividad como biocontroladores de plagas
como lo son los mosquitos vectores del dengue Aedes aegypti y Aedes

albopictus, Mosquita Blanca (Bemisia tabaci) entre otros mas.

El uso de las especies Beauveria bassiana como entomopatdgenos puede ser
una alternativa del control de plagas, sin embargo se debe considerar que
previo a la utilizaciéon de los hongos se deben realizar algunas pruebas de
patogenicidad que garanticen la efectividad de las cepas y se debe tener
presente que la especificidad juega un papel importante en su aplicacion, al
igual que las condiciones ambientales que prevalezcan en la zona.

Asi mismo, se realiz6 el conteo de esporas por medio de la camara de
neubauer, con la que pudimos estimar su viabilidad arriba del 80%, tenemos

gue son hongos viables para ser aplicados en campo.
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VIII GLOSARIO

CONIDIO.- (Conidium pl. Conidia) también se le llama conidiospora; espora
asexual, no movil, generalmente formada en el apice o en un lado de una célula
esporégena especializada. Los conidios pueden ser uni, bi, o pluricelulares;
secos 0 mucosos, pero nunca de producen dentro de alguna estructura con
pared célular rigida o peridio, como sucede con las esporangiosporas. Los
conidios son las estructuras asexuales de los deuteromicetes, ascomicetes y
basidiomicetes y se pueden generar de novo (la mayoria) a partir de células

hifales preexistentes.

ESPORA.- pequefia unidad de propagacion unicelular o pluricelular asexual o
sexual movil o inmovil que funciona como una semilla aunque difiere de esta

Gltima porque una espora no contiene embrion preformado.

HIFA.- filamento tubular que representa la unidad estructural de la mayoria de

los hongos puede ser septado o cenocitico

HONGO.- organismo eucariético acrorofilo, heterotréfico, y casi siempre el
productor de esporas su talo varia de ameboide o plasmodial a unicelular o

filamentoso
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X ANEXOS
10.1 Dilucién seriada:

Consiste en colocar el insecto esporulado en un recipiente con agua destilada
estéril y dispersante, la suspensiéon resultante se debe agitar por 1 min, como
resultado se obtiene una suspension concentrada del inoculo y otras particulas;
esta suspension es la solucion madre. A partir de esta solucién se preparan
diluciones en serie (10, 102, 103, 10#,10°,10®). La primera dilucién (10-1) se
obtiene trasfiriendo con una pipeta estéril 1ml de la solucién madre a un tubo
gue contiene 9 ml de agua destilada estéril mas 0,01 % de Twwen 80, éste se
agita fuertemente durante 1 min. Luego se coloca 1ml de esta suspension en
otro tubo de ensayo con 9ml de agua destilada estéril mas 0,01 % de Twwen
80, obteniendo asi la segunda dilucion. Esta operacion se repite varias veces
hasta lograr una serie de diluciones (10 hasta 10°). Para realizar la siembra y

obtener los cultivos del hongo se deben usar las ultimas diluciones.

10.2 Preparacion de medio de cultivo

a) Papa dextrosa agar (PDA)
e Papa sin pelar 200 g

e Dextrosa 10g
e Agar 18¢

e Agua destilada 1 litro
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Lavar las papas, cortarlas y hacerlas hervir en un litro de agua destilada por

20 minutos, colar y disolver en el liquido la dextrosa y el agar. Esterilizar en
autoclave durante 15 minutos a 15 libras de presion.

Con los mismos ingredientes, excluyendo el agar, se obtiene el medio liquido de
Papa Dextrosa (PD), muy utilizado para la preparacion del in6culo en forma

masiva.

b) Sabouraud

e Dextrosa 209
e Peptona 10g
e Agar 189

e Aguadestilada 1000 ml

Se pueden utilizar antibiéticos como Penicilina + Estreptomicina (30 — 50ppm)

gue deben agregarse a los medios de cultivo después de ser esterilizados en

autoclave y enfriarlos a una temperatura menor a 60 °C

10.3 Técnica de conservacion por silica gel.

1. Esterilizar en autoclave los tubos de vidrio con tapa rosca de 4 ml de

capacidad, con la respectiva identificacion incluida dentro del tubo.
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2. Colocar silica gel (6 — 22 mesh, sin indicador) en tres cuartas partes del tubo
de vidrio y esterilizar con aire caliente en un horno a 180 °C durante 3 horas.

3. Mantener los tubos en congelacion hasta su uso.

4. A un tubo de vidrio conteniendo medio PDA y el hongo en crecimiento,
agregar 3 ml de agua destilada estéril.

5. Con la ayuda de un ansa de siembra, retirar todo el desarrollo miceliano del
hongo y luego agitarlo en el vortex durante 15 segundos.

6. En una camara de flujo laminar, utilizando una micropipeta, agregar 500 pl de
la suspensién de conidias al tubo con silica gel, previamente identificado.

7. Poner los tubos con in6culo y sellados con parafilm® en una incubadora a 20
°C por 15 dias.

8. Luego de ese lapso, colocar los tubos a 4 °C por el tiempo que se quiera

almacenar.

Para la reactivacion de los hongos:

1. Tomar unos cuantos cristales de silica gel, en un ambiente estéril y

colocarlos sobre medio de cultivo.

2. Sellar la placa, colocarla a 20 °C y esperar su desarrollo
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10.4 Técnica de liofilizacion

El proceso es el siguiente:

1. Esterilizar en autoclave tubos con tapa rosca, previamente identificados y con
0.25 cm?de algodoén.

2. Al tubo con el medio de cultivo y colonia, agregar 2 ml de una suspension

crioprotectora a base de glucosa y gelatina.

Preparacion:

Un litro de agua destilada con 6 gramos de glucosa.

Un litro de agua destilada con 6 gramos de agar.

Se esterilizan en autoclave a 15 libras de presion por 20 minutos.

3. Afiadir al tubo 1 ml de cada preparacion.

4. Con un ansa de siembra separar el cultivo del medio.

5. Afadir 200 pl de la suspensién de hongos en el tubo estéril.

6. Cerrar los tubos y llevarlos a - 80 °C de 10 a 15 minutos y luego liofilizarlos
por 48 horas.

7. Retirar los tubos del liofilizador, cerrarlos bien y sellarlos con Parafilm y

mantenerlos a 4 °C.

Para la reactivacion de los hongos:
1. Abrir el tubo, bajo un ambiente estéril, afiadir 1 ml de agua estéril y dejar
reposar durante 30 minutos (rehidratacion).
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2. Tomar una pequefia cantidad de la suspension y sembrarla en placas de petri
con medio de cultivo.

Es conveniente realizar la reactivacion de la cepa almacenada antes de
empezar a trabajar con cualquier método, pasandola por un insecto hospedante

con la finalidad de comprobar su viabilidad y pureza.
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