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MANEJO Y PRODUCCION DEL HONGO ENTOMOPATOGENO Beauveria
bassiana EN EL LABORATORIO DE CONTROL BIOLOGICO DEL ITZM.

RESUMEN

La investigacion que se realizd en el laboratorio del control biologico del Instituto
Tecnologico de la Zona Maya en el proceso de produccion del bioplaguicida
Beauveria bassiana especificamente en las etapas de siembra de matrices, se
utilizé la técnica de siembra directa, es decir, a partir de un medio solido se
procedié a sembrar en tubos de ensayo con agar, con la finalidad de la obtencién
de cepas libres de contaminantes, para posteriormente sembrar en el arroz, de
esta forma determinaremos la efectividad del cultivo principalmente la calidad y

cantidad de Beauveria bassiana.
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| INTRODUCCION

Beauveria bassiana es un hongo deuteromiceto que crece de forma natural en los
suelos de todo el mundo. Es un producto biolégico su poder entomopatogeno le
hace capaz de parasitar a lnsectos de diferentes especies, causando la

conocida enfermedad blanca de la muscardina.

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

blancas, los Afidos, los Escarabajos o los Tisandpteros.

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

agricola como: Viandas, Granos y Hortalizas.

La proteccién de cultivos contra plagas de insectos aun es dominada por los
plaguicidas quimicos, Las ventas de insecticidas a escala mundial en 1995
alcanzaron $8.75 billones de ddlares, 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 aparicion de plagas resistentes que requieren dosis cada vez
mas elevadas de insecticidas. Mas de 400 plagas de insectos han desarrollado
resistencia a estos productos y ademas, aparece en un nuamero 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
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pueden rebasar el umbral econdmico 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). ElI mercado principal de los bioplaguicidas lo constituye la agricultura
ecologica, cultivos bajo plastico, parque y jardines. (Gonzalez-Coloma et al.,
2007). Los productos formulados con hongos entomopatégenos, constituyen solo

una pequefa fraccion de los biopesticidas.

Se reconocen tres requerimientos especificos para la produccién comercial y uso
exitoso de hongos Beauveria bassiana y como agentes de control de insectos.
Primero el aislado del hongo seleccionado para produccion masiva debe tener
crecimiento rapido, abundante esporulacion y patogenisidad suficientemente alta

sobre la plaga blanco.

Segundo, los costos de produccion deben ser minimos, esto se puede desarrollar
logrando un medio que sea simple, barato, disponible en cantidades suficientes y

un procedimiento de produccion 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).

En el presente documento se plantean el uso del insecticida biolégico como una
alternativa de control menos nociva que el uso de agroquimicos. Los que nos lleva
al conocimiento de los principales hongos entomopatégenos asi como el modo de

accion y las estrategias de manejo, sus diferentes formulaciones y los controles de



calidad de los bioformulados para mostrar el potencial que tienen como

reguladores en el control de insectos plaga.



I OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

Produccion de Beauveria bassiana en arroz esterilizado en el laboratorio de

control biolégico en el ITZM.

2.2 Objetivos especificos

1.-Produccion de matrices del hongo Beauveria bassiana en el medio de cultivo

(agar) obtenido de una cepa madre.

2.-Produccion masiva del hongo Beauveria bassiana en el medio de cultivo (arroz)

obtenido de un cultivo soélido.



I JUSTIFICACION ACADEMICA

La residencia profesional es la actividad académica realizada durante el desarrollo
de un proyecto o la aplicacién de un modelo, en cualquiera de las areas de
colocacion establecidas, que definan una problematica y propongan una solucion
viable, a través de la participacion directa del estudiante, aplicando los
conocimientos de su propia formacion. Lo que se plantea en este trabajo es medir
la efectividad del hongo entomopatdégeno con fines de produccién, dado a las
areas colindantes, las cuales son una zona de cultivos, y como se sabe el hongo
Beauveria bassiana es hongo que ataca principalmente a la Mosquita Blanca
(Bemisia tabaci), al alcanzar la produccion de alta calidad de este, asi como
cantidad se cubriria la demanda de productores, siendo este un producto no téxico
para el medio ambiente y econdmico, es recomendable su uso sin temor a que

dafe al ser humano.


http://www.search.ask.com/web?o=14988&l=dis&tpr=7&q=es+la+actividad+acad%C3%A9micarealizada+durante+el+%0D%0Adesarrollo+de+un+proyecto+o+la+aplicaci%C3%B3n+de+un+modelo%2C+en+cualquiera+de+las+%0D%0A%C3%A1reas+de+colocaci%C3%B3n+establecidas%2C+que+definan+una+problem%C3%A1tica+y+proponga
http://www.search.ask.com/web?o=14988&l=dis&tpr=7&q=es+la+actividad+acad%C3%A9micarealizada+durante+el+%0D%0Adesarrollo+de+un+proyecto+o+la+aplicaci%C3%B3n+de+un+modelo%2C+en+cualquiera+de+las+%0D%0A%C3%A1reas+de+colocaci%C3%B3n+establecidas%2C+que+definan+una+problem%C3%A1tica+y+proponga
http://www.search.ask.com/web?o=14988&l=dis&tpr=7&q=es+la+actividad+acad%C3%A9micarealizada+durante+el+%0D%0Adesarrollo+de+un+proyecto+o+la+aplicaci%C3%B3n+de+un+modelo%2C+en+cualquiera+de+las+%0D%0A%C3%A1reas+de+colocaci%C3%B3n+establecidas%2C+que+definan+una+problem%C3%A1tica+y+proponga

IV MARCO TEORICO

4.1 Importancia econémica:

Mas de 400 plagas de insectos han desarrollado resistencia a productos quimicos
de elevado precio en el mercado, asi como también aparece en un nidmero 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 ha asegurado el creciente interés en estrategias
alternativas para el manejo de plagas incluyendo los hongos entomopatégenos
(Alatorre, 2006). El mercado principal de los bioplaguicidas lo constituye la
agricultura ecoldgica, cultivos bajo plastico, parque y jardines. (Gonzalez-Coloma
et al., 2007). Los productos formulados con hongos entomopatdégenos, constituyen

solo una pequefa fraccion de los biopesticidas.

4.2. |dentificacion de Beauveria

Forma conidioforos simples e irregulares que terminan en vértice en forma de
racimos, la célula conidibgena con la base globosa o abultada presentando un
adelgazamiento en la parte superior formando un esterigma curveado en forma de
zig.zag. Se caracteriza por presentar una apariencia polvosa de color blanco

algodonoso o amarillo cremoso.



Hasta 1954 se habian descrito 14 especies de Beauveria y McLeod las redujo a

dos bassiana y tenella y DeHoog incluy6 a B. tenella en B. brongniartii.

4.3 Claves para estas especies:

Conidias globosas o subglobosas de 2-3 X 2.0 -2.5 um, con conidiéforos formados

en racimos........... B. bassiana

Conidias elipsoides de 2 — 3 X — 1.5 — 2.5 um, conidiéforos escasos o raramente

€N racimos................... B. brongniartii.

En 1834 Agostino Bassi demostr6 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, que
en 1835 Balsamo Crivell describié y llamo al hongo Botritys bassiana en honor a

Bassi.

El género Beauveria es un entomopatdgeno 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
conidiéforos, 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 conididbgena es
globosa presentando un adelgazamiento en el &rea donde se insertan los conidios,
los cuales son de 2 — 3 X 2.0 - 2.0 ym 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 Homépteros y Dipteros (Berlanga y Hernandez, 1996b).

4.4 Clasificacién taxondmica de hongos entomopatégenos

El hongo Beauveria bassiana pertenece a la clase Deuteromycotina, subclase
Hyphomycetes y al orden Moniliales. Forma conidiéforos simples e irregulares,
gue terminan en vértices en forma de racimos, la célula conidiégena con la base
globosa o abultada presentando un adelgazamiento en la parte superior, formando
un esterigma curveado en forma de zig-zag. Se caracteriza por presentar micelio

blanco.

Clasificacion parcial de hongos, con lista de principales géneros

entomopatdgenos.



SUBDIVISION

Mastigomicotina

Ascomycotina

Basidiomycotina

CLASE ORDEN

Crytridiomycetes Crytridiades

Oomycetes Blastocladiales
Lagenidiales

Saprolegniales

Zygomicetes

Mucorales
Entomophthorales
Hemiascomycetes
Plectomycete
Pyrenopmycetes
Endomycetales

Laboulbeniomycetes

GENERO
Coelomicidium

Myiophagus

Coelomomices
Lagenidium
Leptolegnia

Couchia

Sporodiniella

Conidiobolus
Entomophaga
Entomophthora
Erynia
Massospora
Meristacrum
Neozygites

Blastodendrion
Metschnikowia
Mycoderma

Sacharomyces

Aschosphaera
Cordyceps
Torrubiella
Nectria
Hypocrella
Calonectria

Filariomyces
Hesperomyces



Loculoascomycetes

Deuteromycotina Pharagmobasidiomycet

es

Hypomycetes

Coelomyces

Micelia-Steril

Ascosphaereales
Sphaeriales

Laboulbeniales

Myrangiales

Septobasidiales

Moniliales

Trenomyces

Myrangium
Podonectria

Filobasidiella
Septobasidium
Uredinella
Akanthomyces

Akanthomyces
Aspergillus

Beauveria*
Culicinomyces
Engyodontium
Fusarium
Guibellula
Hirsutela*
Hymenostible
Metarhizium*
Nomuraea
Paecilomyces*
Paraisaria
Pleurodesmospo
ra
Ploycephalomyc
es
Pseudogibellula
Sorosporella
Sporothrix
Strilbella
Tretranacrium
Tilachlidium
Tolypocladium

10



Verticillium*

Aschersonia*
Aegerita

Sphaeropsidales

Adaptada por McCoy et al. 1988 y Samson et al. 1988

*Géneros factibles a produccién masiva.

La clasificacibn de los hongos entomopatdogenos es paralela al sistema
establecido para hongos en general, por lo que el criterio taxon6mico utilizado
para su clasificacion es fundamentalmente basado en sus -caracteristicas
morfolégicas, sin embargo recientemente se han considerado algunos aspectos
fisiologicos, bioquimicos, y genéticos por la necesidad que ha surgido de realizar
caracterizaciones mas precisas entre aislamientos de la misma especie (Berlanga,

2004).

4.5 Modo de Infeccion

A diferencia de las bacterias y virus, los hongos entomopatégenos como
Beauveria bassiana pueden infectar insectos no solo a través del intestino, sino

también por los espiraculos y particularmente en forma directa por penetracion del

11



integumento. Esta propiedad es independientemente de los hébitos alimenticios

del insecto.

En general, el desarrollo de Beauveria bassiana sobre los insectos incluye la
adhesién de los conidios al insecto, la penetracion del tubo germinativo al interior
del cuerpo del insecto, estableciéndose y diseminandose, produciendo la muerte

del insecto.

Beauveria bassiana ocasiona la muerte del insecto, asi como alteraciones en su
ciclo bioldgico, en disminucion de la ovoposicion y aumento a la sensibilidad de
otros agentes de control. Si las condiciones de temperatura y humedad son
favorables esporula en el exterior del insecto. De manera similar a otros hongos
entomopatdégenos, Beauveria bassiana deshidrata y mata a los insectos que
infecta si no hay condiciones favorables de humedad y temperatura para la

esporulacion.

4.6 Descripcion del proceso de produccién, Aislamiento e incremento del

hongo

En la fase del aislamiento e incremento del hongo se persigue obtener una
cantidad adecuada de in6culo que permita mantener una produccion constante de
conidios. Las actividades que se desarrollan en esta fase se deben realizar bajo
condiciones totalmente asépticas. Para lo anterior toda la cristaleria e

instrumentalizacion requerida, asi como el agua utilizada deberéa ser estéril.

12



La esterilizacion se obtiene a través del paso por un autoclave en la cual las
“condiciones de temperatura (121°C - 124°C) y presion (15 psi)” no permiten la
persistencia de microorganismos que puedan ser fuente de contaminacion. El
material a esterilizar debe “mantenerse en la autoclave por un tiempo que oscila

entre 20 y 25 minutos”. Las actividades en esta fase son:

a. Revigorizacion y aislamiento

b. Prematrices

c. Matrices

Prematrices

Las prematrices son una fase opcional de incremento del hongo. Una prematriz
consiste en un tubo de ensayo con rosca en el cual se ha colocado medio de
cultivo (preferiblemente aba). De una colonia se pueden preparar de 20 a 30
prematrices. Para el efecto, bajo condiciones de asepsia y con el equipo e
instrumentos estériles, se corta la colonia proveniente del aislamiento con un
bisturi y se colocan los trozos de medio de cultivo y conidios en el interior de “un
tubo de ensayo que contenga agua estéril y surfactante al 0.01%” (Ref. 3, pag.
18). A través de agitacion manual se suspenden los conidios en el agua y se
separan del medio de cultivo con la ayuda de un filtro (puede ser de gasa estéril).
La suspension deberé contener una cantidad superior a 1E8 conidios por ml. “Se
agregan 2 ml. de la suspensién en cada prematriz deseada” (Ref. 4 pag. 26). Se
dispersa sobre el medio y se elimina el exceso de la suspension. El periodo y las
condiciones de incubacion son similares a las descritas para el aislamiento de

13



colonias, con la diferencia que no se sella el tubo de ensayo, dejando ligeramente
floja la tapa. La incubacion del hongo se realiza con los tubos (prematrices)
colocados en forma horizontal. Al final se obtienen medios totalmente colonizados
con los conidios del hongo. Las pre-matrices pueden utilizarse inmediatamente, en
caso contrario deben “almacenarse en un ambiente con la temperatura inferior a
los 6°C” (Ref. 3 pag. 26). A las pre-matrices que se almacenan se les aprieta la

tapa y se sellan con papel para-film.

V METODOLOGIA

5.1 Preparacién de Matrices

Se prepar6 medio de cultivo PDA (Papa, Dextrosa, Agar) en 400 ml. de agua
destilada con 26 gr. de PDA en un matraz de 1L (figura No. 1 y No. 2), se cocina
en un DIRT (Parrilla Digital) a una temperatura de 250°C durante 15 minutos
(figura No. 3). Se vertié 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 Petri
se embolsan y se colocan en unas canastas metdlicas que se introducen en el
auto clave para ser esterilizados (figura No. 4). Después del tiempo transcurrido de
la esterilizacion se sacan y se ponen a enfriar y a solidificar de forma horizontal
con una leve inclinacion; para continuar con la siembra de hongo Beauveria

bassiana en matrices (figura No. 5).

14



FIGURA NO. 1 PESANDO EL AGAR. FIGURA NO. 2 AUTOCLAVE MARCA FELISA.

FIGURA NO. 3 DEPOSITANDO EL AGAR EN MATRAZ FIGURA NO. 4 COCINANDO EL AGAR.

Figura No. 5 enfriando el agar.

15



5.2 Sembrado de Matrices

Se esterilizo todo el lugar asi como la camara de flujo laminar con abundante cloro
al 5% vy alcohol absoluto, para una mejor esterilizacion se utiliz6 una torunda de
algodon y alcohol encendido como se muestra en la figura No. 6. Se preparo el
asa platino, se prepararon los mecheros para mantener un ambiente mas estéril.
Se tomo la cepa del hongo Beauveria bassiana, donada por el Comité Estatal de

Sanidad Vegetal (CESAVEQROO) figura No 7.

Figura No. 6 Esterilizando la campana Figura No. 7 Cepa de CESAVEQROO

Figura No.8 Sembrando en tubos de ensayo. Figura No. 9 Esterilizando el aza.

16



Inmediatamente se realiz6 la siembra en los tubos de ensayo y en las cajas de
Petri, utilizando un aza, 2 mecheros y un tubo con agua esterilizada y antibiético
para evitar que el aza se contamine, se introduce el aza en la Beauveria bassiana
aislada e inmediatamente se introduce al tubo y en forma de zigzag se deposita en
el medio de cultivo, se retira el aza y se introduce en el antibiético para que no
quede expuesta al medio ambiente e inmediatamente se le pone su tapon al tubo
de ensayo y asi sucesivamente hasta sembrar todos los tubos figura No.8, 9y 10
y al terminar; se siembra en las cajas de Petri de la misma forma e
inmediatamente se sellan con cinta de parafilm figuras No.11,12 y 13 y se ponen
en un area de incubacion con la luz y la temperatura adecuada para su pronta

reproduccion figura No 14.

Figura No.10 Sembrando en tubo. Figura No. 11 tomando el hongo con el aza.
/ - ™

Figura No. 12 Sembrando en caja de Petri. Figura No. 13 Sellando la caja de petri
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Figura No.14 Material ya sembrado.

Después de tres semanas obtenemos las nuevas sepas de Beauveria bassiana
producidas en el laboratorio entomologico del Instituto Tecnoldgico de la Zona
Maya figuras No.15 y 16. Después de observar que tienen una buena esporulacion
y se desprende como talco al agitarla ligeramente. Estas mismas se llevan al
refrigerador para conservar su viabilidad y utilizarlas posteriormente para inocular

en el arroz para su produccion masiva figuras No. 17, 18 y 19.

Figura No. 15 Hongo desarrollado Figura No. 16 Hongo en matriz

18



Figura No. 17 Matrices al refrigerador. Figura No. 18 cajas de Petri almacenadas.

Figura No. 19 Cepas en el refrigerador.
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5.3 Preparacion de material y equipo de laboratorio para sembrar hongo

Beauveria bassiana en arroz.

5.4 Preparado de Arroz

Se prepar6 10 litros de agua destilada con 5ml de antibiotico (enrofloxacina al
10%) y 2.5 ml. de cloro para lavar el arroz el cual se inoculard con el hongo
Beauveria Bassiana, se pone el arroz dentro de una malla cernidor y
posteriormente se mete dentro de una tina de plastico con el agua antes
mencionada se agita para lavarle el almidén y se deja escurrir durante 12-15
minutos figuras No.20 y 21. Seguidamente se embolsan 200 gr de arroz por bolsa
y se amarran con muy poco aire figura No.22; 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 para posteriormente inocularlas con el hongo Beauveria bassiana.

Figura No. 20 Lavado de arroz. Figura No. 21 Escurriendo el arroz.
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Figura No. 22 Embolsando el arroz.

5.5 Inoculacion de las bolsas con arroz

Se preparé en un matraz de 1000 ml; 400ml de agua con 0.5 ml de antibidtico y
0.01ml de dispersante, posteriormente se tomaron 20ml para colocarlos en dos
tubos de ensayo, 10 ml para cada uno, de dicha solucion posteriormente se le
puso un tapdn de algoddén y se cubrié con papel aluminio y cinta masckin tape,
Después se preparé 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 estando esterilizado y frio el material, se procedié con la
homogenizacion de una matriz de hongo Beauveria bassiana con clave (BTJS-
181113 JMLV), con 10 ml del agua con antibiotico 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 colocé la
manguera a la pistola figura No. 23, 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 figuras No.24 y 25, y se mueven
las bolsas para distribuir homogéneamente el inoculo y tenga un buen desarrollo el

hongo Beauveria bassiana,figuraNo.26.

Figura No. 23 Inoculando el arroz. Figura No. 24 Armando el equipo.

Figura No. 25 inyectando beauveria b. Figura No. 26. Homogenizando el arroz.
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5.6 Traslado a sala de maduracion.

La sala de maduracién deberd 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.
B

Figura No. 27 En incubacion.

5.7 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(Bb) con 20 gr de diatomita siendo esta un
antihumectante; después de cosechar todo el hongo se deposita en una charola y
se extiende para que seque y posteriormente se embolsa y se guarda en el

refrigerador.
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Figura No. 28 Cosecha del hongo Beauveria bassiana.

VI RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos en el laboratorio de control bioldégico del Instituto
Tecnologico de la Zona Maya, en la produccion del hongo entomopatogeno
Beauveria bassiana son 6ptimos debido a que se logré reducir la contaminacién al
minimo, esto es en un 2%, en las matrices que se sembraron con aza, tubos de
ensayo y cajas de Petri y de esta forma se lograron obtener cepas sanas para
nuestro instituto. Al hacer la siembra en las bolsas de arroz para la produccion
masiva de las esporas del hongo Beauveria bassiana se logré reducir la

contaminacion en un 100% debido a que no hubo contaminacion.

En la produccién del hongo se logra observa que, debido a las medidas de higiene
exigidas para entrar al laboratorio, se logré reducir la contaminacion del ambiente
interno y con esto demostrar que en el instituto también se puede llevar acabo la

produccion del hongo Beauveria bassiana. El cual se puede lograr a bajo costo, y
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al mismo tiempo es benéfico para el medio ambiente al reducir el uso de
insecticidas quimicos o totalmente desplazarlos por este bioinsecticada que
favoreceria el aspecto econémico de los productores en sus cultivos, al adquirirlo

a bajo costo en el Instituto Tecnoldgico de la Zona Maya.

VII CONCLUSION Y RECOMENDACIONES

La buena y sana produccion del hongo bioinsecticida Beauveria bassiana en el
laboratorio de control biol6gico del Instituto Tecnolégico de la Zona Maya, ha
superado ampliamente muchas expectativas en la contaminacion del medio solido
de produccién (arroz); al lograr que el 100% de la produccion esté libre de algun
otro hongo que sea de nuestro interés. Este bioinsecticida se produce a bajo costo
motivo por el cual los productores lo pueden adquirir de forma econémica, siendo
esto un beneficio en su sistema productivo, al reducir costos y contaminacion en

sus productos y al medio ambiente.

Es recomendable y muy necesario ser mas estrictos en la higiene para tener una
excelente bioseguridad al entrar a trabajar al laboratorio del instituto y de esta
manera evitar la contaminacion de las cepas de Beauveria bassiana producidas en
el mismo y que este alcance un buen reconocimiento al producir cepas de alta

calidad y por su excelente y estricta bioseguridad ahi implementada.
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VIIl.- 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
esporoégena 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 moévil o inmovil que funciona como una semilla aunque difiere de esta

altima 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 eucaribético 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 suspension 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 solucidbn 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 solucion madre a un tubo que
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 dilucién. 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¢g

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 inéculo en forma

masiva.

b) Sabouraud

e Dextrosa 209
e Peptona 10g
e Agar 189

e Agua destilada 1000 ml

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

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 congelacién 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 cdmara de flujo laminar, utilizando una micropipeta, agregar 500 ul de la
suspensién de conidias al tubo con silica gel, previamente identificado.

7. Poner los tubos con indculo 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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7.4 Técnica de liofilizacién

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. Afadir 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:
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1. Abrir el tubo, bajo un ambiente estéril, afladir 1 ml de agua estéril y dejar
reposar durante 30 minutos (rehidratacion).

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

33



