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1. RESUMEN
Plutella xylostella es una de las plagas cosmopolitas mas destructivas del
mundo, generando pérdidas de mas de cuatro billones de ddlares. Su control es
dificil, por su capacidad de adaptacion y resistencia a insecticidas. El manejo de
esta plaga es de interés agricola; durante los ultimos afios, el uso de hongos
entomopatdégenos ha presentado varias ventajas por los diferentes mecanismos
gue tienen para infectar a las larvas de los insectos. Beauveria bassiana, ha sido
considerada uno de los mejores hongos entomopatdgenos, y potenciar su cultivo
masivo, se ha vuelto necesario para controlar esta plaga de manera adecuada.
Este estudio tiene como objetivo evaluar la virulencia in-vitro de esporas de
Beauveria bassiana AgR F504 para el control de Plutella xylostella y para esto
se evalué diferentes parametros de virulencia de las esporas obtenidas en tres
diferentes substratos: arroz, avena y medio de cultivo Sabouraud. Los criterios
de virulencia evaluados fueron: germinaciéon, mediante el conteo de esporas
germinadas; el rendimiento, evaluando la cantidad de conidios por gramo
producido; la capacidad enzimética, mediante espectrofotometria y la capacidad
insecticida con la realizaciébn de un bioensayo con larvas del insecto. Los
resultados que se obtuvieron variaron dependiendo del substrato donde crecio
el hongo, en el caso de la germinacién, los mejores resultados lo obtuvieron el
sustrato de avena y el medio Sabouraud. En el caso del rendimiento del hongo,
fue en arroz donde se demostr6 mejores resultados; para la capacidad
enzimatica, se observaron diferentes respuestas, dependiendo de la enzima con
la cual se trabajaba. La capacidad insecticida fue evaluada en un bioensayo que
reporté a las esporas obtenidas de avena como efectivas a concentraciones
menores, ya que eliminaron al 50 % de la poblacion de P. xylostella, valores
analizados mediante LDso. Este estudio indica que, al seleccionar un sustrato
para la reproducciéon de B. bassiana se deben tomar en cuenta diferentes
criterios como es la capacidad de germinacién que tiene cada una de las esporas
en los sustratos de donde provienen su capacidad insecticida y el costo de
produccion. Sin embargo, la experimentacidn en campo es necesaria para

confirmar los datos reportados a nivel de laboratorio e invernadero.

Palabras clave: Beauveria bassiana, hongos entomopatdgenos, bioinsecticida

Plutella xylostella, virulencia.



2. ABSTRACT

Plutella xylostella is one of the most destructive cosmopolitan pests in the world,
generating losses of more than four billion dollars each year. Its control is
challenging, thanks to its adaptability and resistance to insecticides. The control
of this pest is a subject of agricultural importance, in which the use of
entomopathogenic fungi has several advantages, due its multiple mechanisms
they have to infect the larvae of insects, Beauveria bassiana has been considered
one of the best entomopathogenic fungi and promoting its mass cultivation is
necessary to control this pest adequately. This study aims to evaluate the in vitro
virulence of Beauveria bassiana AgR F504 spores for the control of Plutella
xylostella to accomplish these objective, different virulence parameters of the
spores where evaluated on spores grown in three different substrates: rice, oats
and Sabouraud culture. The evaluation criteria were germination, by counting
germinated spores; the vyield, evaluating the amount of conidia per gram
produced; the enzymatic capacity, by spectrophotometry, and the insecticidal
capacity by a bioassay with insect larvae of P. xylostella. The results that were
obtained varied depending on the substrate where the fungus grew, in the case
of germination, the best results were obtained with the oat substrate and the
Sabouraud medium. In the case of the yield of the fungus, it was in rice where
the best results were shown; for the enzymatic capacity, different responses were
observed, depending on the enzyme with which it was worked. The insecticidal
capacity was evaluated in a bioassay that reported spores obtained from oats as
effective at lower concentrations, since they eliminated 50% of the population of
P. xylostella, values analyzed by LDso. This study shows that, when selecting a
substrate for the reproduction of B. bassiana, different criteria should be taken
into account, such as the germination capacity of each of the spores in the
substrates from which their insecticidal capacity and the cost of production come.
However, field experimentation is necessary to confirm the data reported at the

laboratory and greenhouse level.

Keywords: Beauveria bassiana, entomopathogenic fungi, bioinsecticide, Plutella
xylostella, virulence.
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3. INTRODUCCION
3.1 Plutella xylostella

Plutella xylostella es una de las plagas cosmopolitas mas destructivas
del mundo cuyo control costdé alrededor de cuatro billones de délares a la
economia mundial en el afilo 2012 (Zalucki et al., 2012). Plutella xylostella,
también conocido como polilla del repollo, es un insecto de la familia Plutellidae,
orden Lepidoptera, y es plaga muy importante de plantas de la familia
Brassicaceae (CABI, 2014; Sarfraz, Dosdall y Keddie, 2006). Este insecto es
endémico de Europa y se expandio al planeta después del brote reportado en
1958, donde se identifico la plaga en zonas de Europa Oriental, con reportes de
barcos que navegaban en el Mar del Norte y en el Océano Atlantico; esta rapida
diseminacién y adaptabilidad de la plaga junto al cultivo de las cruciferas, tiene
como consecuencia la presencia del insecto en todo el mundo (CABI, 2014;
French y White, 1960).

El ciclo biolégico de P. xylostella (metamorfosis) se divide en cuatro
fases: huevos, estado larvario, pupa y adulto. Este ciclo lo cumple en alrededor
de 17 a 42 dias, esto depende de la temperatura a la que se encuentre (CABI,
2014). Los huevos de P. xylostella en promedio eclosionan después de 5.6 dias,
son de color amarillo y visibles a simple vista. El estado larvario se divide en
cuatro instares, esto sucede entre 7.8 a 19.5 dias aproximadamente antes de
empupar. El estado de pupa dura alrededor de siete dias, en esta etapa, la larva
se envuelve en su seda y cuelga de las hojas de la planta. En la etapa adulta, el
insecto es apto para su reproduccion apenas dos horas después de salir de la
pupa, las hembras producen huevos durante 10 dias después de salir de la pupa,
cada hembra oviposita de 159 a 288 huevos (CABI, 2014). En Malasia se han
registrado ciclos de vida de 16 dias, por el contrario, en zonas con temperaturas
mas bajas se ha registrado ciclos de hasta seis semanas, por ello, se reconoce
su gran adaptaciéon en todo el mundo (CABI, 2014). Estudios han mostrado que,
las hembras solo ovipositan cuando se encuentran en la planta hospedera
correcta. Cuando P. xylostella se encuentra en cultivos de cruciferas comienza
una acelerada reproduccion; las hembras se vuelven mas longevas, como
consecuencia mayor cantidad de huevos son producidos en su ciclo de vida, los

huevos producidos tienen una mayor taza de eclosion, por ende la poblaciéon
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tiene un crecimiento r4pido y dominante por hembras (Golizadeh, Kamali,
Fathipour, y Abbasipour, 2009; Saeed et al.,, 2019) . Este insecto tiene
requerimientos especificos a la hora de alimentarse, cuando se encuentra en
estado larvario buscan nutrientes especificos como son los glucosinolatos,
sinigrina y glucobrassicina, mismos que se encuentran en las plantas
brasicaceas. Estos nutrientes también actian como estimulantes para ovipositar
y reproducirse, incrementando exponencialmente su incidencia en el cultivo
(Sarfraz, Dosdall y Keddie, 2006).

En el cultivo de las cruciferas, se cosechan las hojas y las flores, como
es el caso de la lechuga (Lactuca sativa) y el brocoli (Brassica oleracea)
respectivamente, haciéndolo mas sensible a cualquier tipo de control fitosanitario
con insecticidas sintéticos, ya que, estos productos se aplican a flores y hojas
(CABI, 2014). El uso de gran variedad de estos insecticidas es cada vez mas
comun, especialmente, por la resistencia adquirida de P. xylostella a los

ingredientes activos de nuevos insecticidas.

El tratamiento mas comun para combatir esta plaga es la aplicacion de
insecticidas sintéticos, en el Ecuador el uso de moléculas como: tiametoxam,
lambdacihalotrina y abamectinas, son las mas comunes y son utilizadas en
multiples aplicaciones durante el cultivo, como consecuencia, P. xylostella ha
manifiestado resistencia a la mayoria de estos quimicos, como pasé con el
insecticida dicloro difenil tricloroetano (DDT), que, por el uso indiscriminado
provoco que P. xylostella llegue a ser el primer insecto con resistencia al mismo
(Sarfraz, Keddie y Dosdall, 2005; Furlong, Wright y Dosdall, 2013; Massarolli et
al., 2019). Ademas, P. xylostella es el primer insecto que presenta resistencia a
las toxinas de Bacillus thuringiensis (bacteria entomopatdégena), logrando inhibir
la toxina Cry (responsable de la capacidad insecticida), mediante la produccion
de enzimas CrylAc y Crylc, este tipo de adaptaciones por parte de P. xylostella
lo ha vuelto resistente a plantas transgénicas con la toxina de B. thurigensis

(plantas Bt-) integrada en su sistema (Sarfraz et al., 2006a).

Sin embargo, cabe destacar que P. xylostella tiene varios enemigos
naturales, entre ellos, los hongos entomopatégenos (Duarte et al., 2016). Es por

esto que, el uso de microorganismos entomopatdgenos es una alternativa para
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su control, dentro de ellos, el que tiene mejores caracteristicas es Beauveria

bassiana (Kang, Lee, Yoon, y Kim, 2005).

3.2 Hongos entomopatdégenos

Los hongos entomopatégenos son apenas el 1% de todos los
organismos del reino Fungi, su evolucion ha permitido que se encuentren en
todos los ambientes de la naturaleza, siendo los causantes de enfermedades de
varias especies de artropodos. Dentro de los hongos entomopatdgenos existen
dos grandes grupos los Hipocreales y Entomoromycota. Estos dos grupos son
especializados en la infeccion de artrépodos por penetracion, usando sus
esporas como ancla a la epicuticula del animal, cuya germinacion es lograda
mediante la secrecion de diferentes enzimas y por presibn mecanica por parte
de las hifas. Los grupos de los Hipocreales y Entomoromycota presentan un ciclo
de vida igual. Comienza por el contacto del hongo a un hospedero susceptible,
se adhiere a la cuticula y la penetra. Deben sobrepasar e impedir el sistema
inmune del hospedero, finalmente el hongo debe ser transmitido a otro
hospedero. Esta interaccién ha co-evolucionado entre el hongo y su hospedero
para responder a la seleccién natural y maximizar sus aptitudes (Chandler,
2017). Dentro del grupo de los Hipocreales, el complejo de B. bassiana es el
agronémicamente mas importante por su capacidad de adaptacion, produccién

y estabilidad (Dubovskiy, Whitten, Yaroslavtseva, Greig y Kryukov, 2013).

3.3 Beauveria bassiana

Es un hongo anamoérfico de la familia Clavicipitaceae, presenta
conidiéforos curvos con racimos densos, hifas hialinas y esporas holoblasticas.
En el medio de cultivo agar papa dextrosa (PDA por sus siglas en inglés), la
colonia crece de manera lenta, con apariencia lanosa y de color blanco, las hifas
aéreas son algodonosas y cuando la colonia tiene mas de siete dias se forma
una capa polvorienta de esporas (Fernandes, Costa, Moraes, Zahner y Pinheiro
Bittencourt, 2006).

B. bassiana fue por primera vez descrito hace mas de 180 afios,
identificado como un patdgeno del gusano de seda. Este hongo se encuentra en

diferentes ambientes: suelo, plantas e insectos, ya que, puede estar dispuesto
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como micelio saprofito, como propagulos inactivos o como hongos endofitos de

plantas (Imoulan, Hussain, Kirk, El Meziane y Yao, 2017).

B. bassiana es el hongo mas usado para el control de insectos plaga,
por la induccién de resistencia frente a estos insectos y microorganismos
fitopatdogenos (Fernandes, Costa, Moraes, Zahner y Pinheiro Bittencourt, 2006).
B. bassiana cuando es utilizado como insecticida presenta un mecanismo de
accion complejo, pues existen alrededor de 300 toxinas que son liberadas en el
momento de la penetracion, esta es la razon por la cual presenta un indice de

resistencia bajo por parte del insecto diana (Mascarin y Jaronski, 2016).
3.3.1 Modo de accion del hongo

B. bassiana, actla en siete pasos: 1. La espora o conidio debe adherirse
ala cuticula, para esto presenta hidrofobinas que ayudan a realizar interacciones
hidrofébicas con la capa méas externa de los insectos. De estas, dos proteinas
han sido caracterizadas Hyd1 y Hyd2. La Hyd1 y la Hyd2 se encuentran solo en
la capa externa de las esporas y se ubican en la base de la zona de geminacién
de la espora, indicando que son proteinas necesarias para comenzar la
adherencia del hongo hacia el insecto. 2. El conidio forma un tubo germinativo y
apresorio. 3. La cuticula es penetrada por presidbn mecéanica y degradacion
enzimatica. 4. Se habilita el crecimiento del hongo dentro del hemocele, tejidos
internos del insecto, donde cambia el crecimiento como blastoesporas
unicelulares, estas estructuras son de menor tamafio e ideales para su transporte
dentro del cuerpo del insecto. 5. Estas células se alimentan de los interiores del
insecto hasta matarlo. 6. EI hongo produce y secreta toxinas especificas que
degradan las estructuras internas de la larva. 7. El hongo sale del cadaver del
insecto a diseminar sus esporas en el ambiente y asi seguir su ciclo. Para que
se considere una invasion exitosa el hongo debe sobrepasar la accion del
sistema inmune del huésped (Valero-Jiménez, Wiegers, Zwaan, Koenraadt y van
Kan, 2016).

El ingreso y la degradacion de la cuticula son las fases que determinan
la virulencia del hongo y se producen en la parte mas externa del insecto. Uno
de los componentes mas importantes de la cuticula es la quitina, que es un

polisacarido no ramificado construido por monémeros de N-acetilglucosamina.
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La quitina constituye parte de la pared celular de hongos y del exoesqueleto de
artropodos (Muthukrishnan, Merzendorfer, Arakane y Yang, 2016). Para los
artrépodos, el uso de quitina como polimero principal, es por la demandante
versatilidad de la cuticula en respuesta al estrés del ambiente, a los que han sido
sujeto durante millones de afios de evolucion en ambientes tanto acuaticos como
terrestres. La presencia de grupos amida dentro de este polimero de quitina
incrementa las oportunidades de enlaces de hidrogeno, lo que confiere la
posibilidad de unirse con otros grupos funcionales del insecto (Harrison,
Bonning, Harrison, y Bonning, 2010).

La quitina puede ser degradada por las quitinasas de B. bassiana, las
gue han demostrado tener una funcion crucial en la capacidad de virulencia. Los
grupos mas importantes de toxinas son las quitinasas (Dubovskiy et al., 2013).
La sobre expresion de quitina Bbchitl incrementa la virulencia por duplicar la
eficiencia y acelerar la infeccion, otras quitinasas como la Chil y Chi2, también

son muy importantes para la infeccion del hongo (Valero-Jiménez et al., 2016).

Las quitinasas son polisacaridos compuestos por N-acetylglucosamina
estas son enzimas muy importantes, ya que, son las encargadas de causar la
hidrolisis de la cuticula de la larva facilitando la penetracion de otras estructuras
del hongo. Ademas, ayudan a la germinacion las esporas de B. bassiana cuando
estan frente al patégeno (Garcia-Estrada, Cat y Santamarta, 2016). Las
quitinasas mAas importantes son: quitobiosidasa, endoquitinasa y N-
acetilquitobiosidasa; las enzimas quitobiosidasa y N-acetilquitobiosidasa son
enzimas que degradan la cuticula de la larva relacionandose directamente con
la virulencia de B. bassiana; las endoquitinasas son enzimas responsables de la
degradacion de la componentes de la quitina que se encuentran en los tejidos
internos del cuerpo del insecto, al momento de la degradacion se dividen en
unidades de bajo peso molecular volviendolas solubles (Maryam, Reza, y
Gausul, 2015).

3.3.2 Produccioén industrial

La produccion de esporas se lo realiza en su mayoria por una
fermentacion en estado sélido, esta fermentacion involucra el crecimiento del

microorganismo a propagar y un sustrato himedo el cual le proveera de agua y
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elementos esenciales para su crecimiento. Los medios de cultivo tienen tres
diferentes fases: solido, liquido y gaseoso. Lo que permite que el microrganismo

se desarrolle de manera optima (Berovic, 2019).

Durante las JdUltimas décadas, este tipo de produccion de
microorganismos se ha incrementado, ya que necesita menos energia para
producir altos rendimientos. La mayor ventaja de este tipo de fermentacion sobre
otros, es el bajo costo de los sustratos, ya que son provenientes de residuos
agricolas o productos menos costosos, como el arroz, debido a su abundancia
y precio bajo lo hace ideal para la fermentacion sélida. Esta fermentacion tiene
también sus limitaciones, como es la baja cantidad de agua que limita el rango

de microorganismos que se pueden producir, entre otros (Berovic, 2019).

La fermentacién a gran escala de B. bassiana tiene variables que deben
manejarse correctamente para que sea un controlador efectivo, tales como:
forma de aplicacion, estabilidad, costo y viabilidad del propagulo. Estas
caracteristicas se las obtiene dependiendo de la formulacidén que se realice, ya

sea sOlida, semisolida o liquida (Gola, Kaushik, Mishra y Malik, 2019).

La fermentacion semisélida de B. bassiana se ha realizado en sustratos
como arroz y avena por su amplia disponibilidad y bajo costo (Jaronski, 2013).
El sustrato de produccion en estos casos, también puede ser usado en la
formulacion, ya que éste pueden contener metabolitos secundarios del hongo
en crecimiento que pueden aumentar la eficiencia del producto (Grzywacz,
Moore, y Rabindra, 2013). El sustrato de produccién puede estimular la
produccion de enzimas, la rapidez de crecimiento, la estabilidad y la virulencia

de esporas de B. bassiana (Mejia, 2018).

Plutella xylostella es una de las plagas mas destructivas vy
econémicamente importantes del mundo, su capacidad de adaptacién y
resistencia a métodos fitosanitarios convencionales lo convierte en un problema
para la agricultura mundial (Furlong, Wright, y Dosdall, 2013b). Trabajos de
investigacion se han realizado para buscar una alternativa a este problema, entre
ellos: busqueda de nuevas moléculas insecticidas con mayor especificidad
(Haseeb, Liu, y Jones, 2004), uso de toxinas de bacterias entomopatogenas (de

Oliveira Pimenta et al., 2020), multiplicacion de depredadores naturales (Cordero
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y Cave, 1992), entre otras. En el caso de los hongos entomopatégenos, se ha
demostrado que, por sus diferentes mecanismos de accion, es eficiente en
controlar a P. xylostella (Wang, You, y Wang, 2015). Dentro de los hongos en
discusion B. bassiana uno de los hongos més versatiles por su rapida y simple
manera de produccion, por su alta resistencia a cambios de temperatura y
humedad y su gran capacidad de esporulacion (Singh et al., 2015). La forma de
produccion del hongo tiene la misma importancia que hongo per se, es por ello
gue conocer el comportamiento de este microorganismo en diferentes sustratos,
es de gran importancia, debido a que de él dependen factores como virulencia,
rendimiento y viabilidad, caracteristicas cruciales para identificarlo como

controlador de plagas (Mascarin y Jaronski, 2016).

Me hace falta en la introduccién algo que introduzca los medios de cultivo

y por qué se utilizaran los seleccionados.

OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Evaluar la virulencia in vitro de esporas de Beauveria bassiana AgR F504

para el control de Plutella xylostella
OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Valorar el rendimiento y calidad de esporas de B. bassiana AgR F 504 en
medios de cultivo a base de arroz y avena, y en el medio comercial

Sabouraud.

- Probar in-vitro la virulencia de esporas de B. bassiana AgR F 504 obtenidos,

en el control de larvas de Plutella xylostella.

- Determinar la cantidad de quitinasas producidas por las esporas de B.

bassiana AgR F 504 en los tres medios de cultivos utilizados.
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4. MATERIALES Y METODOS

Este estudio se realizdé en el Centro de Investigaciones AgResearch,
ubicado en la ciudad de Lincoln, provincia de Canterbury, Nueva Zelanda. Este
centro se encarga de desarrollar alternativas de produccion para la agricultura

del pais y mundial.

4.1Reactivacion de cepa de Beauveria bassiana AGR F504

La cepa de B. bassiana AgR F504 fue proporcionada por AgResearch
donde se mantuvo conservada en PDA, a 4 °C. El hongo fue reactivado en medio
de cultivo Sabouraud e incubado durante siete dias a 24 °C para verificar su

viabilidad (L. Villamizar, comunicacion personal, 20 de julio de 2019)

4.2 Fermentacion semisélida de esporas de Beauveria Bassiana AgR

F504 producidos en diferentes sustratos

La produccion de esporas por fermentacion semisolida evalué dos
sustratos de uso industrial, avena y arroz, y como control se utilizé el medio de
cultivo comercial Sabouraud, el mismo que maneja el laboratorio AgResearch

para la produccién del hongo (Homolka, 2013).

Se prepard una suspension de esporas mediante el raspado del micelio
superficial de cajas Petri con medio Sabouraud, incubadas durante siete dias a
24°C. Para llegar a la concentracion requerida, realizamos diluciones seriadas
en base 10 mediante conteos en cmara de Neubauer hasta obtener la
concentracion de 107 esporas por mL (Wolk et al., 2000).

Los medios semisdlidos de arroz y avena fueron preparados a una
concentracion de 10% en agua destilada, y el medio Sabouraud se prepar6
siguiendo instrucciones del fabricante (ThermoFisher, 2014). Cada medio de
cultivo fue vertido en bandejas de aluminio de 31 x 26 x 0.63 cm, suficiente para
recibir 200g de medio. Estas bandejas fueron previamente autoclavadas y
posteriormente inoculadas con 5 mL de la suspension de esporas de B. bassiana
AgR F504 (Figura 1).
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Figura 1. Bandeja de aluminio con sustrato de arroz previo al autoclavado.

Después de la inoculacion, las bandejas fueron cubiertas con plastico
elastico e incubadas a 23°C en obscuridad durante 14 dias. Pasados los
primeros siete dias, se removio el plastico y se reemplazé por papel servilleta,

para permitir la deshidratacién del medio.

Se realizaron cortes circulares de 78.54mm? con un sacabocado de forma
aleatoria en diferentes partes de la superficie del medio. Se tomaron tres
muestras por bandeja que fueron homogeneizadas mecanicamente con 5mL de
Tween 80 al 0,1% contenidos en tubos Falcon® de 10mL. Para conteo de
esporas en diferentes tiempos

Después de los 14 dias, esporas fueron recuperados mediante barrido de
la superficie del medio deshidratado con una espatula. Luego fueron envasados
en tubos plasticos, guardados bajo condiciones de refrigeracion y utilizados para

todos los ensayos realizados en la tesis.

4.3Evaluacion de lagerminacion y rendimiento de esporas de Beauveria
bassiana Agr 504 en crecimiento en diferentes sustratos

En el medio de cultivo deshidratado se realizaron cortes circulares de
10mm? con un sacabocado limpio. Las tres muestras obtenidas fueron disueltas
en tubos Falcon® de 10mL con 5mL de Tween 80 al 0,1%, y agitadas
mecénicamente. Después se realizaron diluciones seriadas para el recuento en

camara de Neubauer de las esporas presentes (Mejia, 2018).
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4.3.1 Germinacioén

La geminacion determina la calidad de esporas, para esto, se evalué las
esporas obtenidas de las bandejas de fermentacién. Pasados los 14 dias de
incubacion, se obtuvo 10mg de esporas de los tres medios de cultivo mediante
raspado superficial. Esporas se suspendieron en 990uL de solucion Tween 80 al
0,5%, se diluyeron en serie hasta 10* y posteriormente, se los sembrd por
superficie en cajas Petri con medio agar agua + Triton. Las diluciones fueron
sembradas por triplicado desde 10! hasta 10*. En cada caja Petri se verti6
100uL y luego se incub6 a 23°C. Los datos de esporas germinadas fueron

registrados después de 14 dias en tres tiempos (16, 20 y 24 horas).

Las esporas fueron observadas mediante microscopio compuesto con
400x de aumento total. Para el montaje se afiadié una gota de azul de lactofenol
sobre el medio de cultivo. Las cajas Petri reposan por un minuto hasta que el
tinte sea absorbido por el agar. Después se realizaron cortes de
aproximadamente 1 cm? de la superficie del agar, en la misma zona donde se
colocé la gota del colorante. El porcentaje de esporas fue obtenido después de
contabilizar 100 esporas por cada sustrato diluido. Se diferencié las esporas
geminadas y no germinadas, donde se consider6 como esporas germinadas
aguellas que presentaron tubo germinativo como se observa en la figura 2
(Bustillo, s.f.; Mejia, 2018).
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Figura 2. Desarrollo del tubo germinativo de esporas de Beauveria bassiana
(Bv062) solo y en combinacién con rChit37, en aumento total 400X. Se
observa el crecimiento progresivo del tubo germinativo desde la hora 12 hasta
la 24 en intervalos de cuatro horas y en tres tratamientos(Lovera, Belaich,

Villamizar, Patarroyo, y Barrera, 2020)
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20 pm

Figura 3. Esporas con tubo germinativo (aumento total 400x) (Lovera et al.,
2020)

4.3.2 Rendimiento

Para cuantificar el rendimiento en esporas sobre gramo (con/g), se utilizaron
las mismas diluciones para el ensayo anterior, contabilizando las esporas en
camara de Neubauer (diluciéon 104). Con estos datos se calculé la cantidad de
esporas que existe por gramo seco. Los conteos de este ensayo fueron

realizados por triplicado (Mejia, 2018).

4.4 . Evaluacion de la virulencia

4.4.1 Actividad insecticida (bioensayo)

Para la actividad insecticida se utilizaron larvas de P. xylostella obtenidas
de una cria de mas de seis meses de generaciones constantes. Para la cria de
una generacion nueva se introdujeron 80 adultos por jaula con malla de tela. En
cada jaula se ubicaron cuatro bebederos de agua con miel organica en una
proporcion 1:10 y, ademas, se incorporaron 12 plantas de col (Brassica
oleracea), de un mes de edad, las cuales fueron mantenidas bajo invernadero
en ambiente controlado (80% de humedad y 20°C). Se prepararon dos jaulas
para obtener suficientes larvas y fueron mantenidas por tres semanas en

invernadero hasta obtener larvas en instar tres, como se muestra en la figura 3.
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Figura 2. Jaula para la cria de P. xylostella. Interior de la jaula con 12 plantas
de col y bebederos de agua y miel, para la produccion de nuevas generaciones
de P. xylostella.

El bioensayo consistié en infectar 12 larvas de P. xylostella en segundo o
tercer instar con soluciones de diferentes concentraciones de esporas de B.
bassiana Agr F504 (Fernandez, Londofio y Jaramillo, 2009). Las larvas fueron
ubicadas en un recipiente plastico desechable de 5 onzas y se alimentaron con
un disco de 2 cm de diametro de hojas de col organica fresca cortadas con un
sacabocados estéril. Cada uno de los recipientes con 12 larvas y el disco de col
fueron considerados una unidad experimental. Los discos de col fueron
sumergidos en las soluciones de esporas provenientes de los tres sustratos
experimentados (avena, arroz y Sabouraud) diluidos en agua destilada. De cada
solucién se obtuvieron cuatro diluciones, desde la menos concentrada con 10*
hasta la mas concentrada 108. Los discos de col fueron sumergidos por un
minuto y después reposaron al ambiente sobre papel toalla nueva hasta la

evaporacion del diluyente. Como control se utilizé agua destilada.

Los tratamientos (diluciones por sustrato) y el control fueron realizados
por triplicado y se los ubico en una incubadora entomolégica a 24°C, en completa
oscuridad durante siete dias. Se evaluo el nimero de larvas vivas y muertas (sin
movimiento) en cada uno de los recipientes y el registro de datos se realiz6 los
dias dos, cuatro y siete.
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La dosis letal media o LDso (por sus siglas en inglés) en este experimento
fue la concentracion minima de esporas de B. bassiana, capaz de eliminar el
50% de la poblacién de P. xylostella (CCSSO, 2006). La LD50 fue calculada

mediante el uso el andlisis probit de los datos utilizando el programa Biostat.

El bioensayo fue considerado correcto cuando la tasa de mortalidad del
control al final de la evaluacion fue menor al 5%. Esto demuestra que el diluyente
no intervino en la mortalidad de las larvas y el efecto de la mortalidad solo es
ocasionado por las soluciones probadas (Mejia, 2018).

4 5Cuantificacion de la accidn enzimética

4.5.1 Solucién de esporas

Se pesaron 10mg de esporas recuperados de los medios de cultivo de la
fermentacién semisdlida, se adicion6 0.9mL de solucion Tween 80 al 1%, y esta
suspensién se agité por una hora a 3000rpm a temperatura ambiente.

Posteriormente, se centrifugé a 4000 rpm durante 10 minutos (Mejia, 2018).

4.5.2 Solucién de extracto de medio de cultivo

Los extractos de medio de cultivo también se obtuvieron de las bandejas
donde se realiz6 la fermentacién semi sdlida en avena, arroz y agar Sabouraud.
Con una paleta de acero previamente autoclavada, se tom6 10mg del medio de
cultivo procurando no hacer contacto con el micelio del hongo. El medio
recuperado se ubicé en tubos Falcon® de 1.5mL, donde se agreg6é 9mL de
solucion Tween 80 al 1% y se agitdé hasta su homogenizacién completa (Nayibe
y Maldonado, 2018).

4.5.3 Valoracion de la accion de las quitinasas

Para la evaluacibn de accién de las quitinasas (quitobiosidadas,
quitotriosa y N-acetilbiosidasa) se utilizd el kit de ensayo de quitinasas (The
Chitinase Assay Kit). Esta prueba se basa en la hidrolisis enzimética de sustratos
de quitinasas, donde se libera p-nitrofenol (4-nitrofenol), que, por ionizacién en

pH basico, se puede medir por espectrofotometria a 405 nm (Sigma-Aldrich, s.f.).

Las soluciones preparadas tanto de esporas como de medios de cultivo,

fueron calentadas por una hora a 37°C, los grupos reductores fueron medidos
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en un espectrofotdmetro de placa (BMG Labtech FLOUstar Omega), a una

longitud de onda de 405nm, siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Los valores fueron calculados en unidades de quitinasas por mililitro con

la siguiente formula.

units  (Agos sample — Ayps blank) x 0.05 X 0.3 X DF
ml Ayos standard X time X V,,,

Units: una unidad resulta 1.0 mmol de p-nitrofenil del sustrato por minute a un

pH de 4.8 y a una temperatura de 37°C

A%05 sample: absorbancia de la muestra a 405nm

A405 plank: absorbancia del blanco a 405nm

0.05: #mole/ml de p-nitrofenol en la solucion estandar

0.3: volumen final de la placa de 96 pocillos después de afiadir la solucion stop
DF: factor de dilucion a la que se realizé el ensayo

A% standard: absorbancia de la solucién estandar a 405nm

Time: minutos

Venz: volumen de la muestra

4.6 Analisis de datos

Se utilizé un disefio de bloques completamente al azar en arreglo factorial
para las variables germinacion y cuantificacion de quitinasas y para el bioensayo.
Mientras que, para el rendimiento de esporas se utilizé6 un disefio de bloques

completamente al azar no factorial.

Previo al analisis de la variancia, se realizo la prueba de normalidad para
las variables evaluadas. Cuando no existié normalidad en los datos, se realiz6 la
transformacion de estos utilizando la raiz cuadrada. Los datos transformados se
utilizaron para el analisis estadistico al 5y 1% y se presenta el ADEVA en las

tablas.

Cuando los factores en estudio, las interacciones y los tratamientos
presentaron diferencias estadisticas, se realiz6 el analisis funcional (Post hoc),
utilizando la prueba de comparacion de medias de Tukey (5%). Para este analisis
se utilizé los valores originales (no transformados). Ademas, se calcularon los

promedios y desviacién estandar para las diferentes variables.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Reactivacion de la cepay fermentacion semisdlida

El micelio blanco, la textura algodonosa, el borde entero y la superficie
convexa son las caracteristicas de las colonias de B. bassiana reactivadas
(Figura 4), esta descripcibn macroscopica concuerda con lo descrito por
Carranza Diaz (2011). Mientras que, las esporas se presentaron hialinas, lisas y
de forma globosa (Garcia, 2014).

Figura 3. Crecimiento de Beauveria Bassiana AgR F504.
Medio de cultivo Sabouraud presenta micelio de color blando (a.
anverso), después de siete dias de incubacién a 20°C (b.
reverso).

Las bandejas de fermentacion obtuvieron la concentracion de esporas
deseada (108), presentando crecimiento flingico blanco y puro, que cubrié

totalmente la superficie de los sustratos (Figura 5).

Figura 4. Bandejas con crecimiento de Beauveria Bassiana AgR F504.
Sustrato de arroz semisolido (A y B). Sustrato de avena semisélido (C).
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5.2  Evaluacion de la germinacion y rendimiento

5.2.1 Efecto de los sustratos en la germinacion
La calidad de esporas se evalué mediante el porcentaje de germinacién
(Figura 6) y el ANOVA resultante presenta diferencias altamente significativas
para todos los factores en estudio (Tabla 1).

Figura 5. Esporas germinadas de Beauveria bassiana AgR F504. Esporas y
tubos germinativos tefiidos con azul de lactofenol, observadas con aumento total
de 400x.

Tabla 1. Analisis de varianza del porcentaje de germinacién de las esporas
de Beauveria bassiana

Fuentes de Grados de Sumade Cuadrados

variacion libertad Cuadrados Medios
Total 107 32679.07
Sustratos (S) 2 15529.86 7764.93**
Tiempo (T) 2 7018.09 3509.045**
ST 4 3314.88 828.72**
Rep 11 535.35 48.6681818
E.E. 88 6280.89 71.37375

** Significancia estadistica al 1%

Los promedios de germinacion en los tres sustratos (Tabla 2), presentan
al medio Sabouraud y al sustrato avena, dentro del mismo rango (a). Sin
embargo, la germinacién en Sabouraud y avena fue mas alta que en arroz. Esto
puede producirse por las diferencias nutricionales de los medios de cultivo, el
nitrogeno por ejemplo, es uno de los elementos importantes para la germinacion,
por su participacion en la composicion de proteinas y el carbono en
carbohidratos, en este sentido la relacion de carbono/nitrégeno de la avena es

19:1 mientras que la relacion en el arroz es de 43:1 (Cliquet y Jackson, 1999).
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Estos resultados coinciden con lo descrito por (Mejia, 2018), donde en la prueba
de germinacion de B. bassiana se pudo observar diferencias significativas en los

conidios por gramo entre la avena y el arroz.

Tabla 2. Promedios y desviacion estandar de la germinaciéon de B.

bassiana AgR F504 para la interaccion sustrato por tiempo

Sustrato x tiempo Germinacion (%)
Sabouraud 24h 99.2+0.5 a
Avena 24h 97.4+19 ab
Sabouraud 20h 95.3+3.0 abc
Avena 16h 87.4+10.0 bcd
Sabouraud 16h 84.6+5.2 cd
Avena 20h 82.7+4.2 d
Arroz 24h 80.8+9.7 de
Arroz 20h 70.8 £ 15.7 e
Arroz 16h 46.2+11.0 f

Medias con letra similar son significativamente iguales (p> 0,05)

Para que la germinacion pueda comenzar existe un numero de factores
biéticos y abibticos que son esenciales, dentro de los elementos organicos
necesarios para iniciar la germinaciébn encontramos glucosa, fosfatos y
aminoéacidos (Sephton-Clark y Voelz, 2018). Segun datos reportados por Mejia
(2018), las esporas de B. bassiana obtenidas en arroz contienen 3.28 mg/g de
glucosa y las de avena 2.97 mg/g. Sin embargo, estudios han demostrado que
la cantidad de glucosa que tiene la espora no determina su germinacion
(Iskandarov, Guzalova, y Davranov, 2006). Tomando en cuenta los mencionado
anteriormente, podemos observar en la tabla 3 el comportamiento de las esporas

obtenidas de distintos sustratos.

Tabla 3 Promedio y desviaciéon estandar de la germinacién de B. bassiana

AgR F504 para el tratamiento sustratos

Sustratos Germinacion (%)

Sabouraud 93.06+7.1 a
Avena 89.17 + 8.8 a
Arroz 65.2 +19.0 b

Medias con letra similar son significativamente iguales (p> 0,05)
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5.3 Efecto de los sustratos en el rendimiento

La cantidad de esporas producidas fueron evaluadas por el analisis de la
varianza y no se obtiene diferencias significativas entre tratamientos (Tabla 4),
lo que indica que, la cantidad de esporas producidas son similares
independientemente de que sustrato provenga, no obstante para la produccién
masiva de estos hongos se debe considerar que si existe una diferencia practica
entre la cantidad de esporas contabilizadas en los diferentes sustratos (tabla 5),
siendo asi que, se debe considerar tanto la produccion de esporas como su
germinacion (Rodriguez-Gémez, Loera, Saucedo-Castafieda, y Viniegra-
Gonzalez, 2009).

Tabla 4. Analisis de varianza del rendimiento de B. bassiana AgR F504 en

fres sustratos

Grados
Fuente de de Suma de Cuadrados
Variacion libertad Cuadrados Medios
Total 11 1.23 x10 19
Trat 2 7.75 x10%/ 3.9 x1017ns
Rep 3 5.87 x1018 1.96 x1018
E.E. 6 5.68 x1018 9.46 x101/

Tabla 5. Promedios y desviacién estandar de la cantidad de esporas de

Beauveria bassiana AgR F504 (conidios/mm?) producidas en diferentes

sustratos
Tratamiento Rendimiento (conidios/mm?)
Arroz 4.55 x10° + 9.83 x108
Sabouraud 4.49 x10° + 1.61 x10°
Avena 3.99 x10° + 5.30 x10°8

5.4  Cuantificacion de quitinasas

Los analisis de varianza de la produccion de las tres quitinasas en los
sustratos estudiados (Tabla 6) encuentran diferencias altamente significativas

para los tratamientos sustratos, muestras y su interaccion.

En la tabla 7 se presentan los promedios de produccion de estas enzimas

en los diferentes sustratos, siendo el medio Sabouraud el que presenta los
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promedios mas altos, la diferencia entre Sabouraud y la avena y el arroz es de
mas del doble, esto puede darse porgue existe una correlacion entre el valor
nutricional de los medios de cultivo con respecto a la produccién de enzimas, en
este caso el medio Sabouraud es el medio con mayor complejo nutricional con
la presencia de peptona, glucosa, mismos que tienen mayor incidencia en el
crecimiento y desarrollo de B. bassiana como lo describe Safavi et al., (2007).
Los promedios de quitinasas (unidad/g) producidos en el sustrato Sabouraud, lo
presentan como el sustrato que induce a una mayor produccién de esta enzima
(Tabla 7), ya que, en todos los andlisis se presentan mas del doble de la cantidad
que produce el arroz y la avena. Esto puede deberse a que las altas cantidades
de carbono y nitrdgeno mejoran la expresion de quitinasas (Karthik, Akanksha,
Binod y Pandey, 2014). El medio de cultivo utilizado contiene como fuente de
carbono la peptona, que es una molécula de facil asimilacion para B. bassiana.
En el caso de la quitobiosidasa y quitotriosa, el arroz presenta mayor produccion
de estas dos enzimas, el arroz tiene mayor cantidad de glucésidos por cada
gramo de harina de arroz, esto puede marcar la diferencia entre la produccién

enzimatica en comparacion a la avena (Safavi et al., 2007).

Tabla 6. Andlisis de varianza de la produccion de Nitrofenil, Quitobiosidasa
y Quitotriosade B. bassiana AgR F504 (unidad/g) producidos en diferentes

sustratos y muestras

Nitrofenil Quitobiosidasa Quitotriosa

FdeV gl SC CM gl SC CM gl SC CM

11 1.43
Total 35 45.61 35 9.15

2 0.12 0.06**
Sustrato 2 13.39  6.695* 2 0.51  0.26*

1.16 1.16*

Muestra 1 18.31  1831* 1 7.76  7.76**

2 0.13 0.065**
Sust x Mues 2 13.42 671 2 0.63  1.31*

1 0.0031  0.0031
Rep. 5 0.02 0.004 5 0.02  0.0038

5 0.01 0.002
E.E. 25 0.48 0.0192 25 0.23  0.01
CV. % 18.7 15.48 10.65

** Significancia estadistica al 1%
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Tabla 7. Promedios y desviacién estandar de Nitrofenil, Quitoviosidasa y

Quitotriosa producidos por B. bassiana AgR F504 (unidad/ g) en diferentes

sustratos

Nitrofenil Quitobiosidasa Quitotriosa
Sustratos (unidad/qg) (unidad/qg) (unidad/qg)
Sabouraud 16 165 a 1.02+£1.05 a 0.58 +0.64 a
Arroz 0.37 £0.42 b 0.57+0.65 b 0.23 £0.27 b
Avena 0.24 £0.22 b 0.35+0.32 c 0.20 £ 0.19 c

Medias con letra similar son significativamente iguales (p> 0,05)

El andlisis estadistico de la cantidad de quitinasas (Tabla 8), present6 una
clara diferencia entre la cantidad de quitina que existe en las esporas en
comparacion con el medio de cultivo. Esto se debe a que, el hongo cultivado en
un medio semisdlido produce esporas en la superficie y el micelio crece dentro
del medio de cultivo (Dubovskiy et al.,, 2013). Aunque, el micelio sea una
estructura del hongo no secreta enzimas. Después de observar los datos se
puede reconocer que, la diferencia entre las unidades de quitina por gramo
(Tabla 8) en la media mas baja (avena x medio), es 21 veces mayor que lo
encontrado en el medio de cultivo Sabouraud x espora. Esto descarta el uso del
medio de cultivo como un ingrediente que puede ser afladido a los productos

bioldgicos para incrementar su capacidad biocontroladora.

Tabla 8. Promedios y desviacién estandar de Nitrofenil, Quitobiosidasa y

Quitotriosa obtenido de diferentes muestras

Nitrofenil Quitobiosidasa Quitotriosa
Muestra (unidad/g) (unidad/g) (unidad/g)
Espora 145+1.27 a 1.27+ 0.64a 0.65+x0.38 a
Medio 0.02+£0.01 b 0.3 001 b 0.03+ 0.01 b

Medias con letra similar son significativamente iguales (p> 0,05)

En la tabla 9, podemos observar que, el andlisis de las interacciones de
los medios de cultivo con el origen de la muestra, confirma lo observado en la
tabla 7 y 8, donde las esporas en medio Sabouraud tienen una producen mayor

cantidad de quitinasas, seguido por sustrato arroz y por ultimo la avena.
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Tabla 9. Promedios y desviacién estandar de la interaccidén de Nitrofenil,
Quitobiosidasa y Quitotriosa de B. bassiana AgR F504 (unidad/ g)

obtenidos de dos muestras y cultivados en tres sustratos

Sustrato x Nitrofenil Quitobiosidasa Quitotriosa
Muestra (unidad/g) (unidad/g) (unidad/g)
1.13+0.05 a

Sab x Espora 3.17+0.17 a 2.01+0.26 a
Arroz x Espora  0.73+0.73 b 1.13+042 b

0.45+0.15 b
0.37 £ 0.04 b
0.03+0.01 c

Avena x Espora 0.45%+0.01 ¢ 0.66+0.05 c
Sab x Medio 0.02+0.01 d 0.3x0.0043 d
Arroz x Medio 0.01+£0.003 d 0.01+0.0028 d

Avena x Medio  0.04 £0.0015 d 0.04 + 0.002 d
Medias con letra similar son significativamente iguales (p> 0,05)

0.01 +0.0028 c
0.04 + 0.0009 c

5.5Evaluacién de la virulencia
La mortalidad de P. xylostella por efecto de B. bassiana se analiz6 en los
dias cuatro y seis después de la inoculacion (Tabla 10). En el dia cuatro no
existieron diferencias estadisticas con respecto a la mortalidad del insecto tanto
para tratamientos como para su interaccion. Mientras que, para el sexto dia los

efectos para sustratos, diluciones y su interaccién fueron evidentes.

Tabla 10. Analisis de varianza de la mortalidad de P. xylostella por la
infeccion de B. bassiana AgR F504 producida en tres sustratos y cinco

concentraciones diferentes

Mortalidad (%)

Dia 41 Dia6 !

Grados
Fuente de de Suma de Cuadrados Sumade Cuadrado
variacion libertad cuadrados medios cuadrados medio
Total 44 89.85 150.94
Sustrato 2 4.14 2.07ns 6.84 3.42*
Dilucién 4 15.19 3.7975 s 112.24 28.06**
Sust x Dil 8 22.31 2.78875" 15.21 1.90**
Rep. 2 0.48 0.24 1.60 0.80
E.E. 28 47.73 1.70 15.02 0.54
C.V. (%) 25.5 9.46

** Diferencias estadisticas al 1 %; ns: no existen diferencias estadisticas; ! Datos
transformados utilizando raiz cuadrada
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En la tabla 11 se aprecian tres rangos para la mortalidad de Plutella,
obteniéndose el mayor porcentaje cuando B. bassiana fue cultivado en avena
(61.1 %), mientras que, la mortalidad del insecto cuando Beauveria fue cultivado

en arroz fue del 46.38%.

Tabla 11. Promedios y desviacion estandar de la mortalidad de P. xylostella

ocasionada por B. Bassiana AgR F504 en tres sustratos al sexto dia

Sustratos Mortalidad (%)
Avena 61.11+ 2881 a
Sabouraud 52.22 + 29.29 ab
Arroz 46.38 + 28.25 b

Medias con letra similar son significativamente iguales (p> 0,05)

El mayor porcentaje de mortalidad del insecto, observado a los seis dias
después de la inoculacién, se obtuvo en la concentracién de 102 esporas de B.
bassiana, alcanzando un 95,37% (Tabla 12). En general, estos resultados
indican que a mayor concentracion de la espora del hongo se incrementa la
mortalidad de los insectos esto concuerda con lo expuesto por Mascarin y
Jaronski (2016).

Tabla 12. Promedio y desviacion estandar de la mortalidad de P. xylostella

causada por B. bassiana en cinco diluciones

Concentraciéon de Mortalidad

esporas (%)

1.0E+08 95.37+ 6.05 a
1.0E+07 65.74 £ 22.61 b
1.0E+06 45.66 + 12.07 C
1.0E+05 36.11 +£12.50 cd
1.0E+04 23.48 £11.83 d

Medias con letra similar son significativamente iguales (p> 0,05)

El analisis de la interaccidn entre la concentracién y el sustrato (Tabla 13),
no encontré diferencias estadisticas en cuanto a la mortalidad en la dilucién 108,
todas forman parte de una misma categoria. Sin embargo, esta es la mas

relevante, ya que, en la mayoria de los productos biocontroladores la
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concentracion mas recomendada es 108 (Mascarin y Jaronski, 2016). Esto indica
que, aunque la expresion de quitinasas es importante para la capacidad
insecticida de B. bassiana, no es el factor principal (Sanchez-Pérez et al., 2014).
La prueba enzimatica reporta que Sabouraud es el medio de cultivo que presenta
la mayor cantidad de quitinasas, pero, cuando se encuentra en concentraciones
bajas, es el sustrato menos efectivo (Tabla 13). Este comportamiento se observa
en todos los sustratos y ratifica el analisis reportado en la tabla 12. Sin tomar en
cuenta los sustratos, la concentracion es un factor homogéneo, mientras menor
la concentracion menor mortalidad existe, esto se debe a que B. bassiana tiene
gue infectar a su huésped con altas cantidades de esporas, ya que P. xylostella
tiene mecanismos de defensa que logran impedir la infeccion completa de la

larva (Sanchez-Pérez et al., 2014).

Tabla 13. Promedios de mortalidad (%) de P. xylostella al dia 6 ocasionado

por B. bassiana AgR F504 producido en tres sustratos y cinco diluciones

Dilucién Mortalidad (%)

Arroz x108 97.22+4.81 a

Avena x x108 97.22+12.73 a
Sabouraud x108 91.67+8.34 a

Avena x107 86.11+12.73ab
Sabouraud x107 69.44 +12.73abc
Avena x10° 5556 +12.73 bcd
Sabouraud x108 44.45 + 4.81 cd
Sabouraud x10° 44.44 + 12.73 cd
Arroz x107 41.67 +14.43 cd
Arroz x106 36.98 +11.64 de
Avena x10° 33.34 +14.43 de
Avena x10* 33.33+0.0 de
Arroz x10° 30.56 +9.62 de
Arroz x104 25.99 +9.8 de
Sabouraud x10* 11.11 +9.62 e

Medias con letra similar son significativamente iguales (p> 0,05)

5.6  Calculo del LDso

El analisis probit reporto que la LDso del arroz es 10 veces mayor que la
de avena y de Sabouraud. Este valor indica el potencial de formulacion del
producto, ya que, mientras menor sea la dosis necesaria existe mayor eficiencia
por conidio (Gola et al., 2019). En este estudio (Tabla 14), el analisis de la LDso

nos indica en qué tipo de sustrato, el hongo produce una espora con mayor
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virulencia para el control de P. xylostella, en este caso se puede identificar que
las esporas provenientes de la avena y de Sabouraud necesitan 10 veces menos
concentracion para eliminar al 50% de la poblacién de la larva, esto puede darse
por la germinacion, como podemos observar en la evaluacion de las quitinasas
las esporas provenientes de sustratos de arroz tienen mayor cantidad de

quitinasas, pero la geminacion es menor que en el caso del arroz y la avena.

Tabla 14. Valores de LDso de la concentracién minima de B. bassiana AgR

F504 para eliminar al 50 % de la poblacion de larvas en distintos medios de

cultivo
Avena Arroz Sabouraud
LDso 2.06 x10° 1.50 x106 7.32 x10°
Error Experimental 0.2 0.97 0.07

El sustrato donde crecié B. bassiana influye mucho en las caracteristicas
de la espora que se produce, es el caso del arroz, donde los conidios poseen
mayor cantidad de quitinasas, pero no tienen la misma capacidad insecticida que
la avena. La capacidad de germinacion de las esporas de B. bassiana cuando
crecen en arroz, es uno de los factores que deben ser tomado en cuenta, cuando
se realiza una produccidn en masa, ya que los substratos utilizados deben ser
de bajo costo por el volumen a realizar y eficientes al momento de la produccién

de esporas de buena calidad.

Este estudio se realiz6 en ambiente controlado (invernadero) y para
extrapolar los datos obtenidos, se recomienda realizar pruebas en campo para
contrastar los resultados conseguidos en laboratorio y asi, generar informacién

valida para el agricultor.
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6. CONCLUSIONES

El rendimiento y calidad de esporas de B. bassiana AgR F 504 cultivadas
en medio Sabouraud se presentan con los mejores promedios de
produccién y germinacion. Sin embargo, para la produccion masiva de
este hongo, el medio de cultivo de arroz se considera ideal, ya que
presenta caracteristicas aceptables de calidad y rendimiento, por ser,

ademas, un material econémico y de facil acceso.

La cantidad de quitinasas producidas por las esporas de B. bassiana AgR
F 504 difiere dependiendo del sustrato donde se cultiva, siendo el medio
Sabouraud, el que presenta el mejor rendimiento en comparacion a los

sustratos de avena Yy arroz.

No se encontré evidencia de que el medio de cultivo donde crecen los
hongos puede ser utilizado como aditivo a los formulados de B. bassiana
ya que, la cantidad de quitinasas presentes en los medios de cultivo no
fue representativa, en comparacion a la cantidad de enzimas que se

encontrd en las esporas.

Es importante tomar en cuenta todos los factores para seleccionar un
sustrato durante la produccién en masa de B. bassiana, ya que, se
observo que, aunque el medio de arroz presente mejores caracteristicas
enzimaticas, no tiene buena capacidad germinativa, lo cual disminuye su

capacidad insecticida.

P. xylostella mostré susceptibilidad a B. bassiana, lo que indica que es un
controlador efectivo para enfrentar a la plaga, no obstante, se debera
realizar investigaciones enfocados a la produccion masiva y su resultado

cuando es probado en cultivos in-vivo.
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8. ANEXOS

Anexo 1. Datos utilizados para los analisis estadisticos de la variable
germinacion (%).

Sustrato Bandeja | Tiempo Réplica | Germinacion (%)
Rice 1 16 1 55.04587156
Rice 1 16 2 46.04316547
Rice 1 16 3 51.2
Rice 1 16 4 57.00934579
Rice 1 16 5 28.03030303
Rice 1 16 6 50.4587156
Rice 2 16 7 35.18518519
Rice 2 16 8 61.0619469
Rice 2 16 9 47
Rice 2 16 10 26.08695652
Rice 2 16 11 50.98039216
Rice 2 16 12 46.01769912
Rice 1 20 1 87.37864078
Rice 1 20 2 69.84126984
Rice 1 20 3 93.45794393
Rice 1 20 4 80.95238095
Rice 1 20 5 84.89208633
Rice 1 20 6 68.6440678
Rice 2 20 7 48.14814815
Rice 2 20 8 62.39316239
Rice 2 20 9 74.32432432
Rice 2 20 10 52.734375
Rice 2 20 11 80.35714286
Rice 2 20 12 46.01769912




Rice 1 24 1 83.48623853
Rice 1 24 2 95.04950495
Rice 1 24 3 88.18181818
Rice 1 24 4 88.63636364
Rice 1 24 5 80.32786885
Rice 1 24 6 89.21568627
Rice 2 24 7 77.48344371
Rice 2 24 8 67.26190476
Rice 2 24 9 68.69565217
Rice 2 24 10 68.5483871
Rice 2 24 11 72.85714286
Rice 2 24 12 89.42307692
Oat 1 16 1 74.79674797
Oat 1 16 2 82.30769231
Oat 1 16 3 78.52348993
Oat 1 16 4 77.23577236
Oat 1 16 5 76.47058824
Oat 1 16 6 79.13669065
Oat 2 16 7 97.56097561
Oat 2 16 8 96.22641509
Oat 2 16 9 99.25925926
Oat 2 16 10 96.07843137
Oat 2 16 11 98.1981982
Oat 2 16 12 92.95774648
Oat 1 20 1 86.23853211
Oat 1 20 2 84.57446809
Oat 1 20 3 87.34177215
Oat 1 20 4 79.48717949
Oat 1 20 5 78.19548872
Oat 1 20 6 76.2195122
Oat 2 20 7 82.11382114
Oat 2 20 8 90.90909091
Oat 2 20 9 78.84615385
Oat 2 20 10 81.30841121
Oat 2 20 11 84.11214953
Oat 2 20 12 83.03571429
Oat 1 24 1 97.56097561
Oat 1 24 2 96.22641509
Oat 1 24 3 99.25925926
Oat 1 24 4 96.07843137
Oat 1 24 5 98.1981982
Oat 1 24 6 92.95774648
Oat 2 24 7 100

Oat 2 24 8 99.13793103
Oat 2 24 9 97.01492537
Oat 2 24 10 98.0952381
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Oat 2 24 11 96.55172414

Oat 2 24 12 98
Sabouraud 1 16 1 78.6407767
Sabouraud 1 16 2 87.96296296
Sabouraud 1 16 3 85.2173913
Sabouraud 1 16 4 84.32835821
Sabouraud 1 16 5 90.90909091
Sabouraud 1 16 6 91.74311927
Sabouraud 2 16 7 82.72727273
Sabouraud 2 16 8 73.45132743
Sabouraud 2 16 9 84.34782609
Sabouraud 2 16 10 81.74603175
Sabouraud 2 16 11 85.40145985
Sabouraud 2 16 12 89.04109589
Sabouraud 1 20 1 87.82608696
Sabouraud 1 20 2 95.3271028
Sabouraud 1 20 3 99.26470588
Sabouraud 1 20 4 97.45762712
Sabouraud 1 20 5 93.44262295
Sabouraud 1 20 6 96.15384615
Sabouraud 2 20 7 98.68421053
Sabouraud 2 20 8 94.82758621
Sabouraud 2 20 9 95.53571429
Sabouraud 2 20 10 96.69421488
Sabouraud 2 20 11 93.79844961
Sabouraud 2 20 12 94.67455621
Sabouraud 1 24 1 99.37106918
Sabouraud 1 24 2 98.21428571
Sabouraud 1 24 3 99.375
Sabouraud 1 24 4 99.2481203
Sabouraud 1 24 5 99.23664122
Sabouraud 1 24 6 99.29577465
Sabouraud 2 24 7 100
Sabouraud 2 24 8 99.0990991
Sabouraud 2 24 9 98.48484848
Sabouraud 2 24 10 99.2481203
Sabouraud 2 24 11 100
Sabouraud 2 24 12 99.29078014

42



43

Anexo 2. Datos originales para el célculo de la geminacién en tres

tiempos diferentes

Sustrato | Bandeja | Tiempo Réplica | Germinacién | Germinacion | Germinacic
16h (%) 20h (%) 24h (%)
Rice 1 16 1 55.04587156 | 87.37864078 | 83.4862385
Rice 1 16 2 46.04316547 | 69.84126984 95.0495049
Rice 1 16 3 51.2 93.45794393 | 88.1818181
Rice 1 16 4 57.00934579 | 80.95238095 | 88.6363636
Rice 1 16 5 28.03030303 | 84.89208633 | 80.3278688
Rice 1 16 6 50.4587156 | 68.6440678 89.2156862
Rice 2 16 7 35.18518519 | 48.14814815 77.4834437
Rice 2 16 8 61.0619469 | 62.39316239 67.2619047
Rice 2 16 9 47 74.32432432 68.6956521
Rice 2 16 10 26.08695652 | 52.734375 68.5483871
Rice 2 16 11 50.98039216 | 80.35714286 72.8571428
Rice 2 16 12 46.01769912 | 46.01769912 89.4230769
Oat 1 16 1 74.79674797 | 86.23853211 97.5609756
Oat 1 16 2 82.30769231 | 84.57446809 96.2264150
Oat 1 16 3 78.52348993 | 87.34177215 99.2592592
Oat 1 16 4 77.23577236 | 79.48717949 96.0784313
Oat 1 16 5 76.47058824 | 78.19548872 98.1981982
Oat 1 16 6 79.13669065 | 76.2195122 92.9577464
Oat 2 16 7 97.56097561 | 82.11382114 100
Oat 2 16 8 96.22641509 | 90.90909091 99.1379310
Oat 2 16 9 99.25925926 | 78.84615385 97.0149253
Oat 2 16 10 96.07843137 | 81.30841121 98.0952381
Oat 2 16 11 98.1981982 | 84.11214953 96.5517241
Oat 2 16 12 92.95774648 | 83.03571429 98
Sabouraud 1 16 1 78.6407767 | 87.82608696 99.3710691
Sabouraud 1 16 2 87.96296296 | 95.3271028 98.2142857
Sabouraud 1 16 3 85.2173913 | 99.26470588 99.375
Sabouraud 1 16 4 84.32835821 | 97.45762712 99.2481203
Sabouraud 1 16 5 90.90909091 | 93.44262295 99.2366412
Sabouraud 1 16 6 91.74311927 | 96.15384615 99.2957746
Sabouraud 2 16 7 82.72727273 | 98.68421053 100
Sabouraud 2 16 8 73.45132743 | 94.82758621 99.0990991
Sabouraud 2 16 9 84.34782609 | 95.53571429 98.4848484
Sabouraud 2 16 10 81.74603175 | 96.69421488 99.2481203
Sabouraud 2 16 11 85.40145985 | 93.79844961 100
Sabouraud 2 16 12 89.04109589 | 94.67455621 99.2907801
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Repeticion | Tratratam. Rend Rend Rend
(Conidios/g) (Conidios/g) (Conidios/g)
raiz Log
1 arroz 3466666667 | 58878.40578 | 9.539912085
1 avena 3573333333 | 59777.36472 | 9.553073531
1 Sabouraud | 3813333333 | 61752.19294 9.58130477
2 arroz 4106666667 | 64083.27915 | 9.613489453
2 avena 3946666667 | 62822.50128 | 9.596230448
2 Sabouraud | 6213333333 | 78824.70002 | 9.793324653
3 arroz 4906666667 | 70047.60286 | 9.690786555
3 avena 3680000000 | 60663.00355 | 9.565847819
3 Sabouraud | 2586666667 | 50859.28299 | 9.412740467
4 arroz 5733333333 75718.77794 9.758407192
4 avena 4746666667 | 68896.05697 | 9.676388735
4 Sabouraud | 5360000000 | 73212.02087 9.72916479

Anexo 4. Datos utilizados para los analisis estadisticos de la variable quitinasa

Nitrofenil.

Sustrato Muestra Réplica Nitrofenil
(Unidad/qg)
Rice Espora 1 0.94998169
Rice Espora 2 0.97006056
Rice Espora 3 0.99766901
Rice Espora 4 0.46557887
Rice Espora 5 0.49318732
Rice Espora 6 0.52330563
Oat Espora 1 0.43671549

Oat Espora 2 0.4455

Oat Espora 3 0.47185352
Oat Espora 4 0.43044085
Oat Espora 5 0.45428451
Oat Espora 6 0.45553944
Sabouraud Espora 1 3.06579296
Sabouraud Espora 2 2.93151549
Sabouraud Espora 3 3.1059507
Sabouraud Espora 4 3.41089859
Sabouraud Espora 5 3.19254085
Sabouraud Espora 6 3.30046479
Rice Medio 1 0.00627465
Rice Medio 2 0.00752958
Rice Medio 3 0.0125493




Rice Medio 4 0.00878451
Rice Medio 5 0.01129437
Rice Medio 6 0.01380423
Oat Medio 1 0.03764789
Oat Medio 2 0.03513803
Oat Medio 3 0.03513803
Oat Medio 4 0.03890282
Oat Medio 5 0.03764789
Oat Medio 6 0.03639296
Sabouraud Medio 1 0.02509859
Sabouraud Medio 2 0.03513803
Sabouraud Medio 3 0.0338831
Sabouraud Medio 4 0.01631408
Sabouraud Medio 5 0.01756901
Sabouraud Medio 6 0.01756901

Anexo 5. Datos utilizados para los analisis estadisticos de la variable
quitobiosidasa.

Sustrato Muestra Réplica Unidad/g
Rice Espora 1 1.48151613
Rice Espora 2 1.57427419
Rice Espora 3 1.48674194
Rice Espora 4 0.77733871
Rice Espora 5 0.71593548
Rice Espora 6 0.73814516
Oat Espora 1 0.66237097
Oat Espora 2 0.71070968
Oat Espora 3 0.70548387
Oat Espora 4 0.60358065
Oat Espora 5 0.61141935
Oat Espora 6 0.64146774

Sabouraud Espora 1 1.71406452
Sabouraud Espora 2 1.72712903
Sabouraud Espora 3 1.94922581
Sabouraud Espora 4 2.20659677
Sabouraud Espora 5 2.09685484
Sabouraud Espora 6 2.37251613
Rice Medio 1 0.01045161
Rice Medio 2 0.01306452
Rice Medio 3 0.01306452
Rice Medio 4 0.01698387
Rice Medio 5 0.01698387
Rice Medio 6 0.01698387
Oat Medio 1 0.0378871
Oat Medio 2 0.0405
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Oat Medio 3 0.04180645
Oat Medio 4 0.0431129
Oat Medio 5 0.0405
Oat Medio 6 0.0431129
Sabouraud Medio 1 0.02874194
Sabouraud Medio 2 0.03396774
Sabouraud Medio 3 0.02482258
Sabouraud Medio 4 0.02612903
Sabouraud Medio 5 0.02220968
Sabouraud Medio 6 0.02351613

Anexo 6. Datos utilizados para los analisis estadisticos de la variable

endoquitinasa

Sustrato Muestra | Réplica | Quitotriosa
(unidad/qg)
Rice Espora 1 0.561
Rice Espora 2 0.34584
Oat Espora 1 0.396
Oat Espora 2 0.34056
Sabouraud Espora 1 1.0956
Sabouraud Espora 2 1.16952
Rice Medio 1 0.01188
Rice Medio 2 0.01584
Oat Medio 1 0.03828
Oat Medio 2 0.0396
Sabouraud Medio 1 0.033
Sabouraud Medio 2 0.0198
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Anexo 7. Datos transformados, utilizados para los andlisis estadisticos de

la variable Actividad Insecticida.

Rep Sustrato | Dilucion | % mortalidad | % mortalidad | % mortalidad | % mortalidad

P. xylostella P. xylostella P. xylostella P. xylostella

(4d) (6d) (4d) RAIZ X (6d) RAIZ X
+10 +10
1 Sabouraud 4 0.00 16.67 3.16 5.16
1 Sabouraud 5 8.30 58.33 4.28 8.27
1 Sabouraud 6 16.67 50.00 5.16 7.75
1 Sabouraud 7 66.67 83.33 8.76 9.66
1 Sabouraud 8 41.67 83.33 7.19 9.66
1 Avena 4 0.00 33.33 3.16 6.58
1 Avena 5 0.00 41.67 3.16 7.19
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1 Avena 6 66.67 41.67 8.76 7.19
1 Avena 7 16.67 75.00 5.16 9.22
1 Avena 8 33.33 91.67 6.58 10.08
1 Arroz 4 8.30 16.67 4.28 5.16
1 Arroz 5 16.67 25.00 5.16 5.92
1 Arroz 6 12.40 27.60 4.73 6.13
1 Arroz 7 16.67 25.00 5.16 5.92
1 Arroz 8 8.33 91.67 4.28 10.08
2 Sabouraud 4 0.00 0.00 3.16 3.16
2 Sabouraud 5 0.00 41.67 3.16 7.19
2 Sabouraud 6 33.33 41.67 6.58 7.19
2 Sabouraud 7 16.67 66.67 5.16 8.76
2 Sabouraud 8 66.67 100.00 8.76 10.49
2 Avena 4 16.67 33.33 5.16 6.58
2 Avena 5 8.33 16.67 4.28 5.16
2 Avena 6 16.67 66.67 5.16 8.76
2 Avena 7 16.67 83.33 5.16 9.66
2 Avena 8 16.67 100.00 5.16 10.49
2 Arroz 4 9.50 26.50 4.42 6.04
2 Arroz 5 16.67 25.00 5.16 5.92
2 Arroz 6 16.67 33.33 5.16 6.58
2 Arroz 7 16.67 50.00 5.16 7.75
2 Arroz 8 8.33 100.00 4.28 10.49
3 Sabouraud 4 8.30 16.67 4.28 5.16
3 Sabouraud 5 33.30 33.33 6.58 6.58
3 Sabouraud 6 33.33 41.67 6.58 7.19
3 Sabouraud 7 16.67 58.33 5.16 8.27
3 Sabouraud 8 16.67 91.67 5.16 10.08
3 Avena 4 16.67 33.33 5.16 6.58
3 Avena 5 0.00 41.67 3.16 7.19
3 Avena 6 8.33 58.33 4.28 8.27
3 Avena 7 16.67 100.00 5.16 10.49
3 Avena 8 0.00 100.00 3.16 10.49
3 Arroz 4 15.70 34.80 5.07 6.69
3 Arroz 5 41.00 41.67 7.14 7.19
3 Arroz 6 16.67 50.00 5.16 7.75
3 Arroz 7 8.33 50.00 4.28 7.75
3 Arroz 8 16.67 100.00 5.16 10.49




