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Comparacion de dos métodos de produccion de Beauveria bassiana y su uso en campo como
insecticida microbiano: Revision de Literatura

Daniel Homero Moreno Chuquin

Resumen. Beauveria bassiana es un organismo eucariotico heterotrofo que posee células
quitinizadas y parasita otros insectos, gracias a sus mecanismos fisicos y quimicos de infeccion,
debido a eso B. bassiana ha sido muy usado como bioinsecticida microbiano por su amplio rango
de hospederos y distribuciéon geografica, por ello la produccién de bioinsecticidas a base de B.
bassiana ha crecido exponencialmente. El objetivo de esta revision de literatura fue recopilar
informacion acerca de los diferentes métodos produccion masiva del hongo entomopatégeno B.
bassiana en medio sélido y liquido, control de calidad, almacenamiento y su uso como controlador
de plagas. Para el aislamiento del hongo se usan insectos adultos muertos e infectados por B.
bassiana, para obtener matrices de cepa pura que son utilizadas en diferentes métodos de
produccion. Actualmente el sistema de produccion por fermentacién en sustrato sélido es el méas
usado, sin embargo, la produccion por fermentacion liquida es mas eficiente y su uso va en
crecimiento. La produccion en sustrato solido promueve la obtencion de conidios haciendo uso de
sustratos como cereales, el arroz es el mas usado, en cambio el método por fermentacion liquida se
obtienen estructuras conocidas como blastosporas, el medio mas comun para su produccion es
basado en fuentes de carbono y nitrogeno. El control de calidad se basa en pruebas de pureza,
viabilidad, concentracién de conidias o blastosporas por gramo o mililitro.

Palabras Clave: Bioplaguicidas, beauvericina, blastosporas, control de plagas, hongos
entomopatogenos.

Abstract. Beauveria bassiana is a heterotrophic eukaryotic organism that has chitinized cells and
parasitizes other insects, thanks to its physical and chemical mechanisms of infection, due to this
B. bassiana has been widely used as a microbial bioinsecticide due to its wide range of hosts and
geographic distribution the production of bioinsecticides based on B. bassiana has grown
exponentially. The objective of this literature review was to collect information about the different
methods of mass production of the entomopathogenic fungus B. bassiana in a solid and liquid
medium, quality control, storage, and its use as a pest control. For the isolation of the fungus,
mature insects that are dead and infected by B. bassiana are used to obtain matrices of pure strain
that are used to inoculate different production methods. Currently the production system by
fermentation in solid substrate is the most used, however, production by liquid fermentation is more
efficient and its use is growing. The production in solid substrate promotes the obtaining of conidia
making use of substrates such as cereals, rice is the most used, on the other hand the liquid
fermentation method produces structures known as blastospores, the most common means for its
production is based on a carbon source and nitrogen. Quality control is based on tests of purity,
viability, concentration of conidia or blastospores per gram or milliliter.

Key words: Biopesticides, beauvericin, blastospores, pest control, entomopathogenic fungi



© o~ w -

INDICE GENERAL

POTtada. . .o 1

Pagina de firmas. ... .. ..o ii
Besumen ........................................................................................ 11
INICE QENEIAL. ... .. iv
INTRODUGCCION ..ottt ettt ettt ettt ettt et e e et et et eeeeeeenenane, 1
IMETODOLOGIA .. oot ettt ettt ettt ettt et eee et ettt e et e eeeeenn 2
RESULTADOS Y DISCUSION ..ot oo et e e ee e e et s s aeesareesenans 3
CONCLUSIONES . ..ottt ettt e et e e e e e e e 17
RECOMENDACIONES. ..ottt e e e 18
LITERATURA CIT ADA ..ottt e e e 19



Cuadro Pagina
1. Medio de cultivo liquido para B. bassiana................covvieiiiiniiiniiiiiieeennen, 12
Figuras Pagina
1. Estructuras morfoldgicas principales del hongo B. bassiana............................. 3
2. Morfologia colonial de B. bassiana en medio PDA..............c.cooeeiiiiiiinininnn.. 4
3. Mecanismo de infeccion de B. bassiana en la cuticula del insecto..................... 6
4. Artrépodos afectados con B. bassiana..............coooeveiiiiiiiiiiii e 6
5. Cultivos monosporicos de B. bassiana en medio solido PDA....................c...... 8
6. Matriz de B. bassiana cepa Zamoran0............o.eueeuiirieeniieatiitee e, 8
7. Etapas de produccidén de B. bassiana en sustrato sOlido.................cceeieiininn, 9
8. Etapas de produccion de B. bassiana por fermentacion liquida......................... 11

INDICE DE CUADRO Y FIGURAS



1. INTRODUCCION

El uso indiscriminado de pesticidas quimicos provoca serios problemas tales como la pérdida
de controladores biologicos en el ambiente, resistencia por parte de las plagas al ingrediente
activo mayormente usado y ademas las personas corren el riesgo de tener intoxicaciones
agudas al momento de aplicarlos en campo. Debido a esto las regulaciones internacionales
de la salud promueven la reduccion de pesticidas quimicos en el mercado, por ello las
empresas comerciales agricolas fabricantes de productos fitosanitarios buscan y trabajan en
formulaciones de bioinsecticidas, a base de extractos naturales y hongos entomopatogenos
como Beauveria bassiana con el fin de cumplir las regulaciones y seguir la nueva tendencia
de produccion limpia (Cuervo et al. 2018).

B. bassiana es un organismo eucariotico heterotrofo que posee células quitinizadas, tiene
como caracteristica principal su modo de vida: saproéfito, debido a que se puede encontrar y
desarrollar en el suelo, en la materia organica, y parasitico de muchos insectos plagas como
coledpteros, lepidopteros, hemipteros entre otros (Jaronski 2007). Este hongo parasita otros
insectos, gracias a sus mecanismos fisicos y quimicos de infeccion. Debido a eso B. bassiana
ha sido muy usado como bioinsecticida microbiano por su amplio rango de hospederos y
distribucion geogréafica. La produccion masiva de B. bassiana se ha dado en todas las escalas,
tanto de manera artesanal como para el sector industrial.

A nivel comercial, la produccién masiva de B. bassiana se basa en técnicas de fermentacion
en medios solidos y liquidos. La produccion por fermentacion en sustratos sélido es un
proceso que tiene lugar utilizando sustratos naturales como fuente de carbono y energia,
representa un proceso relativamente de bajo costo para la obtencion de conidios aéreos en un
lapso de 35 dias. Los sustratos que cominmente se usan para la inoculacion de los conidios
son cereales esterilizados y humedecidos (Jaronski 2007). La produccion por fermentacién
liquida se basa en un crecimiento de blastosporas en un sistema totalmente liquido a base de
nitrégeno y carbono haciendo uso de un biorreactor, esta Gltima es caracterizada por ser mas
eficiente por su corto tiempo de produccion en un lapso de siete dias. Por consiguiente, la
produccién de B. bassiana como bioinsecticida microbiano representa una alternativa muy
tentativa a los insecticidas quimicos. El presente documento pretende explicar dos de los
procesos de produccion masiva de B. bassiana mas importantes y su uso agronémico como
insecticida microbiano.

Los objetivos de esta revision de literatura fueron:

e Recopilar informacion acerca de los métodos de produccion masiva del hongo
entomopatogeno B. bassiana.

e Investigar y describir dos procesos de produccion masiva de B. bassiana en sustrato
solido y medio liquido usando biorreactor.

e Investigary describir un proceso de control de calidad y una formulacién que proporcione
una vida de anaquel prolongada al bioinsecticida de B. bassiana.



2. METODOLOGIA

La revision bibliogréfica tuvo lugar en los meses de julio a octubre del 2020, usando
herramientas de bldsqueda digitales como Google Scholar, Research Gate, Scielo, Word Wide
Science, Microsoft Academic, entre otros. Para realizar la busqueda se usaron palabras como
bioinsecticidas, blastosporas, cultivos liquidos y solidos de B. bassiana, biorreactor. Para
realizar la busqueda de documentos en inglés se usaron palabras como “bioinsecticides”,
“liquid and solid cultures of B. bassiana”, “bioreactor ”.

Se incluyeron articulos reportados en la literatura cientifica en los ultimos 39 afios (1981 a
2020), exceptuando ciertos estudios previos a estos afios que eran claves y debian ser
incluidos debido a su relevancia al tema. Los articulos usados fueron escritos en el idioma
inglés y espafol. Se incluyeron articulos que describieron el aislamiento de B. bassiana,
bioinsecticidas microbianos, control de calidad, almacenamientos del conidias Yy
blastosporas, formas de produccién artesanal e industrial y uso de sustratos para el
crecimiento por fermentacion liquida y solida.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Descripcion de Beauveria bassiana

B. bassiana es un hongo entomopatogeno del Phylum ascomiceto de la clase Hyphomycete,
division Deuteromicetes. Es un organismo eucariético heterotrofo que posee células
quitinizadas. Se caracteriza por formar una capa de polvo blanco en la superficie del
hospedero, debido a eso en 1835 el entom6logo Agostino Bassi nombro esta caracteristica
como la enfermedad muscardina, porque afecto varios cuerpos de algunos gusanos de seda
(Bombyx mori) (Kouassi 2001). Desde entonces este hongo ha sido estudiado, por su amplio
rango de hospederos. Actualmente tiene un 37.7% de participacion en las publicaciones, y
existen 6451 articulos cientificos, resefias y patentes desde 1945 a 2015 usando Web of
Science, lo que confirma su gran importancia como un biocontrol, farmacéutico e industrial
agente microbiano (Vazquez 2018).

Morfologia

En sustratos solidos o ya sea de manera natural (saprofitica o parasitica) se producen gran
cantidad de conidias aéreas, conformada por hifas septadas de 2,5 a 25 um de diametro, se
forman conidioforos simples raramente agrupados, con apariencia de jarron (mas ancho en
el centro que en los extremos), los cuales sostienen los conidios, originados de forma
simpodial o acrépeta, dando una apariencia en zigzag al raquis. Los conidios son hialinos,
lisos, de forma globosa a elipsoidal con un tamafio de 2.2 a 3 um de didmetro (Figura 1)
(Echeverria 2006). B. bassiana en los cultivos liquidos crece de manera similar a las
levaduras, produciendo altas concentraciones de propagulos vegetativos denominados
blastosporas, las mismas que se producen en la hemolinfa de los insectos. Estas son
estructuras unicelulares de naturaleza hidrofilica, pueden tener forma ovalada eliptica (Figura
1) tienen la caracteristica de adoptar diferente forma y tamafio, aun siendo de la misma
especie (Echeverria 2006).

Figura 1. Estructuras morfologicas principales del hongo B. bassiana; A. Conidios aéreos;
B. Hifas septadas, conidioforo simple; proliferacion simpodial del conidiéforo; C.
Blastosporas en medio liquido.

Fuente: Echeverria 2006.



En PDA (Agar papa dextrosa), las colonias se caracterizan por tener lento crecimiento,
llegando alcanzar hasta 2 cm de didmetro en 10 dias. La colonia es de color blanco, textura
blanda y superficie plana. En los primeros dias de crecimiento, es de aspecto lanoso y a
medida trascurren los dias, se torna de aspecto polvoso, debido al desarrollo de abundantes
conidios (Figura 2) (Géngora et al. 2009).

Figura 2. Morfologia colonial de B. bass
Fuente: Echeverria 2006.

iana en medio PDA.

Mecanismo de accién

Existen dos estructuras infectivas las cuales son los conidios y blastosporas. Estos se
dispersan naturalmente por varios factores como ser el viento, salpicaduras de lluvia por
artrépodos lo transportan en su cuerpo. También pueden ser dispersadas por aplicaciones
intencionales al aplicarlas en los cultivos. Ambas estructuras tienen distintos modos de
accion, pero la misma capacidad de infeccion (Mascarin y Jaronski 2016).

B. bassiana actla por contacto y es capaz de penetrar el insecto e invadirlo provocando su
muerte por micosis produciendo sustancias liticas y tdxicas que ayudan a la penetracion y a
inhibir los mecanismos de defensa del insecto. El ataque de este hongo sobre el insecto
huésped, se realiza en diferentes etapas divididas en: adherencia, germinacion, diferenciacion
y proliferacion. La primera etapa se produce cuando el conidio se adhiere a la cuticula. Para
ello es necesario el reconocimiento y compatibilidad entre el conidio y las células del
tegumento del insecto mediante enzimas y glicoproteinas, influida por dos acciones: una
pasiva en la cual se ejercen fuerzas electroestéaticas e hidrofébicas, y otra activa, en la cual se
secretan mucilagos, que interactian quimicamente con las lecitinas de la membrana y
generan un ambiente favorable para la secrecion de enzimas (Echeverria 2006). Una vez
adherido inicia la segunda etapa que es la germinacion, esta depende mucho de las
condiciones que le pueda brindar el insecto y el ambiente para poder germinar (Meyling y
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Eilenberg 2007). La germinacion del hongo inicia con la formacion de un tubo germinativo,
similar a un apresorio, el cual ayuda a la penetracion de la cuticula por actividad enzimatica
extracelular (quitinasas, lipasas, esterasas, y proteasas) y presion mecanica. Este mismo
facilita la invasion de la epidermis e hipodermis. Finalmente, las hifas invaden y se proliferan
en el tracto digestivo hasta llegar a la hemolinfa donde el hongo experimenta una
diferenciacion morfogenética, pasando del crecimiento filamentoso de cuerpos hifales a
blastosporas monocelulares, provocando una colonizacion de los tejidos internos, evadiendo
el sistema inmunolégico del insecto (Mascarin y Jaronski 2016). Es en esta etapa donde
ocurre la muerte del insecto, ocasionado por el dafio mecanico, desnutricién y toxicidad,
cuando las hifas secretan un antibidtico (oosporina), que ataca las bacterias del intestino
(Wan 2003), suprimen las barreras inmunes del insecto, donde el hongo invade el tracto
digestivo, se alimenta de su interior, colonizando todo el cuerpo del insecto. La colonizacion
puede variar entre 76-120 horas, dependiendo del patdgeno, insecto y las condiciones
ambientales.

La adhesion del conidio a la cuticula del huésped no es especifica en muchos casos. Sin
embargo, al parecer, la agresividad se encuentra relacionada con la actividad enzimatica
sobre los lipidos, acidos grasos y la secrecion de mucilago, que cumple la funcién de adhesion
y de favorecer la actividad de las enzimas extracelulares (Barquero 2008). Durante la etapa
de diferenciacion el hongo secreta metabolitos toxicos como la beauvericina (BEA), la cual
tiene propiedades antimicrobianas e insecticidas (Arboleda 2003). Debido a eso hay una
relacion directa entre la cantidad de toxina y la patogenicidad producida por el hongo, la cual
causa una degeneracion progresiva de los tejidos del hospedero (Jackson 1997). La BEA
también genera cambios estructurales en las membranas provocando su deshidratacion. A
nivel eléctrico se generan cambios en los nervios debido al aumento de consumo de oxigeno
(Doberski 1981). Adicionalmente la BEA ocasiona una vacuolizacién generalizada, esto se
refiere a un efecto tdxico generado en las mitocondrias el cual es el principal sintoma de
intoxicacion, debido a que las mitocondrias se hinchan tomando una forma esférica similar a
vacuolas esféricas (Auld 2001).

Las blastosporas germinan e infectan al huésped mas rapido que los conidios debido su
actividad metabdlica, reduciendo la exposicién factores adversos del ambiente, al adherirse
en la epicuticula del insecto las blastosporas desarrollan su propio tubo germinativo, que
penetrard la epicuticula del insecto llegando a la hemolinfa, donde producira los metabolitos
toxicos como BEA provocando la muerte del insecto (Figura 3) (Jackson 1997). Después de
la muerte del insecto se produciran conidiéforos que posteriormente van a emerger del cuerpo
del huésped y en un lapso aproximado de 24 a 48 horas, se producen nuevos conidios
infecciosos mediante el mecanismo de esporulacion (Arias et al. 2014).
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Figura 3. Mecanismo de infeccion de B. bassiana en la cuticula del insecto.
AP: Apresorio, CD: Conidias, GT: Tubo Germinal.
Fuente: Jackson et al. 2010.

Alcance de infeccion. Se caracteriza por infectar una gran diversidad de artropodos,
generando un alto indice de mortalidad, son susceptibles artropodos del orden coledptera,
himenoptera, lepiddptera y trombidiformes (Jackson et al. 2010) (Figura 4).

Figura 4. Artrépodos afectados con B. bassiana. a. Ninfa de mosca blanca (Bemisia tabaci);
b. picudo del banano (Metamasius hemipterus); c. barrenador de los frutos del café
(Hyphotenemus hampei); d. mosca de la fruta (Anastrepha fraterculus); e. arafia roja
(Tetranychus urticae); f. chinche hedionda de soja (Nezara viridula); g. psilido de los citricos
(Diaphorina citri); h. chinche de bronce de eucalipto (Thaumastocoris peregrinus)

Fuente: Jackson et al. 2010.



Métodos de produccion de B. bassiana a gran escala

La produccion a gran escala de B. bassiana, involucra procesos rentables donde se produce
una gran cantidad de propéagulos viables e infecciosos, ademas de mantener su
entomopatogenicidad (Jaronski 2007).

El método estandar para la produccion es el proceso de fermentacion. Aunque existen varios
tipos de fermentacion, los principales son la fermentacion sumergida y la fermentacion semi
solida (Jackson 1997). La fermentacion semi solida, es un método artesanal de paises no
industrializados, esta se realiza en sustratos solidos, y se producen gran cantidad de conidias
aéreas hidrofébicos (Figura 1.A). En cambio, la fermentacién sumergida es un método
biotecnoldgico industrializado. El cultivo liquido se realiza en biorreactores a escala
industrial obteniendo altas concentraciones de propagulos vegetativos hidrofilicos
denominados blastosporas (Echeverria 2006) (Figura 1.C). Comparadas con las conidias
aéreas, las preparaciones de blastosporas obtenidas en sustrato liquido muestran una mayor
velocidad de germinacion, lo que hace de las Ultimas una gran promesa como propagulos
bioinsecticidas. En cualquier método de produccion se debe mantener la asepsia en todo el
flujo de proceso, para garantizarla calidad en el producto final.

Cultivo monospérico

Debido a la necesidad de contar con material puro, donde la variabilidad genética y
caracteristicas bioquimicas y fisioldgicas sean homogéneas, se debe de aislar una cepa con
capacidad infectiva a partir de un insecto muerto por B. bassiana, y purificar la cepa
realizando cultivos monosporicos (Garcia et al. 2011). Para ello los cadaveres de insectos
adultos se sumergen en hipoclorito de sodio al 0.5% durante 2 minutos, posteriormente se
lavan cuatro veces con agua destilada estéril, se toma parte del tejido del insecto con micelio
y se transfiere a cajas de Petri con medio de cultivo PDA suplementado con antibiéticos. Los
platos Petri se incuban a 25 °C durante 10 dias en condiciones de oscuridad (Poma y Lopez
2017).

Posteriormente se busca esporas germinadas caracteristicas de B. bassiana directamente en
el cultivo PDA, una vez localizadas se encierran en un circulo, luego en la camara de flujo
laminar con la ayuda de un bisturi estéril se corta el area sefialada (cuadros aproximadamente
de 16 mm?), y se coloca en una placa Petri con PDA suplementado con antibiético, recién
preparadas y gelificada, se coloca un cuadrado por placa, se dejan en incubacién en las
mismas condiciones anteriores. Pasado el tiempo se seleccionan los cultivos con mayor
crecimiento y apariencia uniforme y se cultivan en placas con PDA (sin bacteriostatico), para
obtener mayor cantidad de material (Echeverria 2006). Cuando los micelios maduren su color
pasara a ser beige, los conidioforos presentaran conidios hialinos, globosos ovales de dos a
tres micrometros de didmetro. Siendo esta la cepa madre que se usard para conservar y
utilizar en los diferentes métodos de produccion masiva (Figura 5) (Pomay Lopez 2017).



Figura 5. Cultivos monospéricos de B. bassiana en medio sélido PDA.
Fuente: Echeverria 2006.

Conservacion. La cepa madre se debe cultivar en PDA, durante 10 a 15 dias con una
temperatura de 25 °C hasta la esporulacion, los cultivos esporulados, se cortan en cuadros de
agar de 1 mm? y conservan en glicerol al 10% en viales en ultracongelacion a -80 °C. Estos
cultivos madre son usados para la preparacion de matrices de produccion (Echeverria 2006).

Preparacion de matrices. A partir de la cepa madre en congelacion se realizan las matrices
de produccion. Para ello se realiza una descongelacion rapida a 37 °C/1 minuto, se toma una
alicuota de 0.1 mL de la cepa madre y se deposita en una placa Petri con PDA. La siembra
se realiza en forma de zigzag, con ayuda de un asa de Drigalski, se espera la esporulacion del
hongo en placas Petri aproximadamente de 15 dias, esta actividad se realiza en la cdmara de
flujo laminar. Pasados 15 dias se debe observar la esporulacion del hongo en el medio de
cultivo (Figura 6) (Crespo et al. 2018).

Figura 6. Matriz de B. bassiana cepa Zamorano.
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Fuente: Guzman 2020.

Produccion en sustrato sélido

En este tipo de fermentacion, utilizada basicamente para hongos, el microorganismo se
desarrolla en la superficie hiUmeda de un sustrato sélido, el cual generalmente es un grano de
cereal procesado. Esto permite al hongo crecer en condiciones similares a las encontradas en
la naturaleza. La produccion de los conidios aéreos generalmente se da en granos de arroz,
debido a que este posee condiciones fisicas con una adecuada superficie efectiva que favorece
el crecimiento micelial por su consistencia suave, suelta, sin aglomerarse, su contenido alto
en carbohidratos, para que permita un crecimiento homogéneo del hongo en este sustrato
(Jackson 1999). Sin embargo, se puede usar otro tipo de sustratos como por ejemplo bagazo
de cafa (Saccharum officinarum), residuos de papa (Solanum tuberosum), salvado de trigo
(Triticum aestivum) (Nava et al. 2012).

Aunque las fermentaciones semi sélidas son relativamente faciles de desarrollar en pequefia
escala, el escalado de las mismas a las proporciones necesarias para productos comerciales
es bastante dificil por problemas asociados con la esterilizacion del sustrato, intercambio
gaseoso, control de la temperatura, mantenimiento de cultivos puros y recuperacion del
producto a partir del sustrato (Jackson 1997). Por otra parte, el tiempo de fermentacion
necesario para la esporulacion en sustratos sélidos (35 dias), la cantidad de personal y la
infraestructura (grandes espacios fisicos), son factores que aumentan los costos de gran
manera en este tipo de metodologias (Deshpande 1999; Jackson 1997; Jackson et al. 2004).
La metodologia es basicamente la misma alrededor del mundo, se trata de un proceso de
varias etapas, que en general se organizan en seis pasos, que va desde la preparacion del
sustrato hasta la formulacién y almacenamiento (Figura 7).

Preparacion,
esterilizacion y
embolsado del

sustrato

Inoculacion y
maduracion de B. g
bassiana

Secado

Formulacioén
almacenamiento

Tamizado Control de calidad

Figura 7. Etapas de produccion de B. bassiana en sustrato solido.
Fuente: Mascarin y Jaronski 2016.

Preparacion, esterilizacion y embolsado del sustrato. En la preparacion del sustrato se
debe eliminar la mayor cantidad de particulas ajenas. Para ello, se lava el sustrato en este
caso el arroz usando agua limpia, se debe dejar escurrir durante 10 minutos en un colador y
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se procede con el embolsado (Motta y Murcia 2011). EI embolsado se realiza colocando 100
g de arroz en una bolsa plastica de polipropileno resistente a la temperatura, estas deben ser
enrolladas y posteriormente engrapadas, para luego esterilizar durante treinta minutos, a una
temperatura de 121 °C y presion de 1.549841 kg/cm? (Jackson et al. 2010). Posteriormente
se llevan las bolsas a la camara de flujo laminar para su enfriamiento. Es necesario someter
a rayos ultravioletas por un lapso de 15 minutos y aplicar en el exterior de la bolsa alcohol al
70% para evitar una contaminacion cruzada (Mascarin et al. 2016).

Inoculacion y maduracion. A partir de las matrices en placa Petri con PDA, crecidos
durante 10 a 15 dias a 25 °C y de buena esporulacion, en la camara de flujo laminar se toman
trocitos de agar y se colocan en 20 mL de una solucion acuosa estéril de Tween 80 al 0.04
%, se agita vigorosamente con el fin de desprender la mayor cantidad de conidios (Jaronski
2007). Posteriormente en necesario realizar una pequefia abertura en las bolsas con arroz, se
abren las grapas y se agrega de 10 a 15 mL de la solucion de esporas a la bolsa con el sustrato
estéril, con una concentracion de 5.5 x 10° conidios/mL, posteriormente se debe cerrar la
abertura con grapas y mezclar el arroz haciendo movimientos rotativos. Las bolsas inoculadas
son colocadas en un cuarto de incubacion durante 25 dias a una temperatura de 22 a 24 °C.
Es necesario agitar las bolsas inoculadas cada tres dias para diseminar los conidios, de esta
manera se logra mejorar el contacto y germinacion (Pomay Lopez 2017).

Secado. Pasados los 25 dias de maduracion, el sustrato esporulado se lleva a un cuarto de
secado donde se dispersa en bandejas plasticas forradas con papel absorbente con el fin de
absorber la humedad. El sustrato se deja en un cuarto cerrado a una humedad relativa de 30
a 35% durante 10 dias hasta alcanzar una actividad de agua (Aw) de 0.5 en los conidios
(Jackson et al. 2010).

Tamizado. Pasado los 10 dias de secado se coloca el arroz esporulado en tamizadoras
industriales con el fin de separar las conidias del sustrato para posteriormente realizar el
control de calidad y proceder con el empacado (Mascarin y Jaronski 2016).

Formulacion y almacenamiento. Los conidios se mezclan con material inerte, para
mantener una presentacion de 200 a 300 gramos por empaque de producto. La formulacion
oscila en una concentracion de conidias de 1.0 x 10 8 conidios a 4.1 x 10 & por gramo. El
almacenamiento del producto formulado se mantiene en cuartos frios a una temperatura
méaxima de 4 °C, a su vez debe mantener una actividad de agua (Aw) no mayor de 0.5
(Mascarin y Jaronski 2016).

Produccién de por fermentacion liquida

La fermentacion sumergida se perfila como el método méas econdémico, se trata como su
nombre lo indica, del crecimiento del hongo en sistemas totalmente liquidos (Jackson 1997).
Existen gran cantidad de ventajas que hacen de esta metodologia mas efectiva, entre las que
se destaca la necesidad de menos mano de obra para operar el fermentador y manejo del
producto. Se cuenta ademas con la posibilidad de controlar de manera més sencilla factores
ambientales como la temperatura, aireacion y pH, manteniendo mas estable el medio de
crecimiento, cuya homogeneidad favorece las etapas de procesamiento posteriores (Jackson
1997).
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Se ha observado que el hongo en cultivos liquidos es de rapido crecimiento, y que se adapta
a gran cantidad de sustratos, siempre y cuando posean una adecuada aireacion, fuentes de
carbono, nitrogeno y elementos minerales (Iskandarov et al. 2006). La produccion por
fermentacion liquida se puede detallar en cinco etapas las cuales tienen un lapso de 7 dias
(Figura 8).

Preparaciony
esterilizacion de Inoculacion de
medio liquido en el bioreactor
biorreactor

Produccion de pre

cultivos de
blastosporas

Empacado y
almacenamiento

Control de calidad (s

Figura 8. Etapas de produccion de B. bassiana por fermentacion liquida.
Fuente: Mascarin y Jaronski 2016.

Produccion de precultivos de blastosporas. Se prepara 100 mL de un medio liquido
sintético semidefinido, en un matraz bafleado de 250 mL este se esteriliza durante 30 minutos
a 121 °Cy 1.0546 kg/cm?. Posteriormente en la camara de flujo laminar se cortan cuadros de
1 cm? de los cultivos madres, crecidos durante 10-15 dias a 25 °C y de buena esporulacion,
se agregan los trozos al caldo estéril, se incuban a 25 °C en agitacion a 300 revoluciones por
minuto (rpm) durante 72 horas. Pasado el tiempo de incubacion se mide la concentracion de
blastosporas en el precultivo usando un hematocitdmetro o cdmara de Neubauer la cual debe
ser 5.0 x 10 & blastosporas/mL (Jaronski 1997).

Preparacion y esterilizacion del medio liquido en el biorreactor. Es recomendable
primero esterilizar el biorreactor, a una temperatura de 121 °C 1.0546 kg/cm?, durante 30
minutos. Posteriormente se adiciona al biorreactor estéril, todos los ingredientes del medio
de cultivo (Cuadro 1) y se disuelven en agua destilada (Mascarin y Jaronski 2016). Luego se
esteriliza bajo las mismas condiciones anteriores, se deja enfriar hasta llegar a los 25 °C, para
posteriormente inocular el biorreactor con el preinoculo (Jackson et al. 2010).
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Cuadro 1. Medio de cultivo para Beauveria bassiana para fermentacion liquida.

Componentes g/L

Glucosa 80.0000
Caseina hidrolizada 25.0000
KH2POq4 2.0000
MgSOs4.7H20 0.3000
CaCl2.2H,0 0.4000
CoCl2.6H20 0.0370
FeS04.7H20 0.0500
MnS0O4.H>O 0.0160
Tiamina 0.0005
Riboflavina 0.0005
Pantotenato 0.0005
Niacina 0.0005
Piridoxina 0.0005
Acido félico 0.0005
Biotina 0.0005
Vitamina B12 0.0005
Antiespumante 0.0005

Fuente: Jackson et al. 1997

Inoculacion del medio en el biorreactor. Pasada las 72 horas de incubacion del precultivo,
se inocula el biorreactor usando una bomba peristaltica, con la cantidad de in6culo necesario
para alcanzar una concentracion inicial en el biorreactor de 5.0 x 108 blastosporas/mL de
medio (Jackson 1999).

Monitoreo. Después de la inoculacion, se debe monitorear constantemente durante las 72
horas de produccién. Los parametros que deben ser monitoreados son la temperatura, no
menor de 25 °C ni mayor de 30 °C, el oxigeno disuelto > 20, el pH (inicial debe ser de 5.3)
y mantener en un rango de 5.0-5.5 durante el proceso de fermentacion. Cada 24 horas, se
realiza un muestreo donde se realizan pruebas de pureza y concentracion de blastosporas/mL
para evaluar la calidad del fermentado en produccion (Solis et al. 2006).

Drenaje y envasado. Pasada las 72 horas del proceso de fermentacion se procede a contar
las blastosporas en la camara de Neubauer. La formulacion oscila en una concentracion de
1.0 x 108 a 4.1 x 108 blastosporas/mL. Posteriormente se envasa en recipientes limpios y
desinfectados con presion de vapor durante 30 segundos. El envasado para una dosis por
hectarea consta de un volumen aproximado de 1000 mL. Estos se almacenan en refrigeracion
a4 °C (Jackson et al. 2010).

Formulacion en sustrato sélido y liquido

La formulacion tiene como fin promover un microambiente 6ptimo a las conidias y
blastosporas para mantenerlas viables, manteniendo asi su vida anaquel durante su
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almacenamiento. Para las formulaciones se utilizan polimeros biodegradables, estos son
macromoléculas que muestran una apreciable descomposicion en un medio biolégicamente
activo, los principales tipos de polimeros biodegradables usados en las formulaciones son:
almidon, amilosa, derivados de celulosa, quitina, carragenanos, proteinas como caseina,
albumina, queratina, gelatina, colageno, ligninas, materiales inertes como arcilla blanca,
arcilla verde, harina de trigo y sulfato de calcio (Rosas 1999).

Formulacion de conidias. Las conidias han sido mayormente mezcladas con arcillas, entre
las mas usadas estan las arcillas blanca y verde, debido a que podido mantener su viabilidad
a4 °C en un periodo mayor a cuatro meses, también se puede utilizar aceites vegetales como
aceite de soya o0 mani, sin embargo, pueden bajar la viabilidad de las conidias debido a que
estos aceites dafian la pared celular de las conidias volviéndolas poco viables, solo se afiade
el material inerte de manera simple, se mezcla junto con las conidias antes del empaque, el
porcentaje de material inerte va de acuerdo a la cantidad total en gramos, generalmente
representa el 90% de material inerte y el 10% de conidios, para mantener una presentacion
de 200 a 300 gramos por empaque de producto con una concentracion de 1.0 x 108 a 4.1 x
108 conidias/g (Hernandez y Jiménez 2018).

Formulacion de blastosporas. Las blastosporas pueden microencapsularse mediante un
proceso de coacervacion, este método es usado ampliamente para la formulacién de liquidos
y emulsiones concentradas. La microencapsulacion se basa en que la blastospora es rodeada
por una pared de revestimiento para formar pequefias capsulas, protegiendo y manteniendo
su viabilidad en un periodo de almacenamiento de cinco a ocho meses (Rosas 1999). Los
agentes encapsulantes mas comunes en la industria son proteinas (gelatina) y polisacéridos
(goma acacia) debido a ser productos naturales y relativamente baratos, generalmente los
polisacaridos son comunmente usados junto con las proteinas para formar los coacervados,
debido a que tiene varios grupos carboxilo cargados negativamente que pueden interactuar
con los grupos catidnicos presentes en las proteinas provocando estabilidad en su
formulacion. La formulacion liquida presenta una concentracion de 1.0 x 10%8a 4.1 x 108
blastosporas por mL, a esta solucion se somete a un proceso de tamizado usando separador
de cribado vibratorio Sweco con el fin de separar las blastosporas del micelio, posteriormente
para el proceso de coacervacion se usa generalmente como proteina la gelatina y como
polisacarido la goma acacia, el recipiente donde va a ir el preparado debe ser un recipiente
con cierre inviolable, este tiene un dispositivos especial que revela si estéa cerrado o abierto,
en este recipiente se procede a preparar dos disoluciones acuosas a una concentracion menor
del 3% en peso de cada una, a una de ellas se le adiciona las blastosporas que seria nuestro
material activo y sobre esta se le adiciona la otra disolucion. La temperatura debe ser mayor
que el punto de gelificacion de la gelatina mayor a 35 °C, se debe ajustar el pH a 3.8-4.3 y se
mantiene una agitacion continua de 300 rpm en todo el proceso. El sistema debe enfriarse a
5 °C, la capsula coacervada gelifica y se endurece afiadiendo glutaraldehido, con un tamafio
a rededor de 80 um, después las microcapsulas se secan y recogen para su posterior empaque
en diferentes presentaciones de acuerdo con la casa comercial (Hernandez y Jiménez 2018).

Control de calidad para conidias producidas en fermentacion en sustrato sélido
Es importante implementar no solo un sistema de control de calidad eficiente para evaluar el
producto final, sino que también, un sistema de control de calidad para el proceso, buscando
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principalmente la obtencidn de productos con la maxima eficacia en el campo, los controles
de calidad de las conidias son: prueba de pureza, prueba de viabilidad y lectura de
concentracion de conidias (Castro 2013).

Prueba de pureza. El porcentaje de pureza aceptable es de 100%, para ello se realiza una
suspension de conidios. Se pesa 1 g de conidios tamizados y se coloca en 100 mL de agua
destilada estéril, partiendo de esta se realizan diluciones consecutivas 1:10, posteriormente
se inoculan 0.1 mL de la ultima dilucion en placas Petri con PDA usando el método de
extension en superficie. Se incuba durante 5 dias con una temperatura de 25 °C en
condiciones de oscuridad. Para la lectura, se cuentan el nimero de UFC (Unidades
formadoras de colonia) con morfologia caracteristica de B. bassiana y UFC con morfologia
no caracteristica, ademas se calcula el porcentaje de pureza, dividiendo las UFC
caracteristicas entre el total de UFC, y multiplicandolo por 100% tal como esté detallado en
la ecuacion 1 (Chiriboga et al. 2015).

Numero de UFC caracteristicas de B.bassiana [1]

Pureza(%) = X 100

Numero de UFC totales

Prueba de viabilidad. El porcentaje de viabilidad aceptable es mayor a 90%, la evaluacion
de viabilidad de conidias se realiza en agar-agua al 2%, se depositan 5 alicuotas de dilucion
1.0 x 10°de la suspension del hongo, en 5 puntos al azar de cada plato Petri. La lectura se
realiza 24 horas después de haber depositado las alicuotas en el medio, se usa el microscopio
con un objetivo de 40x, contabilizando conidios germinados y no germinados, contando por
lo menos 200 conidias en cada montaje, el porcentaje de viabilidad se determina dividiendo
las germinadas entre el total del conidias observadas. Para realizar el célculo se aplica la
siguiente ecuacion 2 (Chacin et al. 2013).

) __ Nuamero de conidias germinadas

Germinacién (% x 100 [2]

Numero de conidias totales
Lectura de concentracion de conidias. La concentracion de conidios por gramo es
determinada después del proceso de tamizado, se toma 1 g de conidios tamizados y se agrega
en un tubo de ensayo que contenga solucion estéril Tween 80 al 0.1% (v/v), se realiza el
conteo usando la metodologia de Antia et al. (1992). Para obtener la cantidad de conidias por
gramo del producto se realiza un conteo usando un microscopio y una camara de Neubauer.
se multiplica el promedio del nimero de conidias por mililitro obtenido en el recuento y
posteriormente esta cantidad se divide por el peso de la muestra utilizada, desde 1.0 x 108a
4.1 x 108 conidios/g ya es la concentracion permitida para formular el producto (Gomez et
al. 2014).

Control de calidad para blastosporas producidas por fermentacion liquida

El control de calidad se realiza durante el proceso de la produccién de blastosporas, debido
a que es muy estricto su control, por ello este se basa en un monitoreo constante de los
factores que se controlan en el biorreactor como es el pH, nivel de agitacion, oxigeno
disuelto, temperatura, ademas de realizar pruebas de pureza para verificar que no hay
contaminacion en el medio y llevar el control de la concentracion de las blastosporas para su
posterior formulacion (Castro 2013).
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Monitoreo de produccién. Después de inocular las blastosporas en el biorreactor se realiza
un constante monitoreo durante 72 horas de los parametros del proceso de fermentacion;
temperatura (24 a 25 °C), oxigeno disuelto (> 20), pH (5.5 a 5.8).

Muestreo cada 24 horas. Se realiza muestreo del fermentado en el biorreactor para realizar
pruebas microbiolégicas de calidad en la produccion de las blastosporas para lo cual se hacen
pruebas de pureza y lectura de concentracion de blastosporas, de esta manera se determina
con anterioridad la calidad y pureza de la produccion (Solis et al. 2006).

Prueba de pureza. Se toma una azada del fermentado en produccidn y se siembra en un tubo
con caldo TSB (caldo soja tripticaseina ), y se incuba durante 16 horas a 25 °C, si hay turbidez
en el tubo indica la presencia de bacterias, lo que indica disminucion de calidad y
concentracion de blastosporas por mililitro.

Lectura de concentracion de blastosporas. La concentracion de blastosporas por mililitro
es determinada cada 24 horas durante el proceso maduracion en el biorreactor, se toma 1 mL
de la solucion, se agrega en un tubo de ensayo que contenga solucion estéril de agua, se
realiza el conteo usando la metodologia de Antia et al. (1992). Para obtener la cantidad de
blastosporas por mL del producto se realiza un conteo usando un microscopio y una camara
de Neubauer. si la concentracion es de 5.5 x 10° blastosporas/mL ya se procede a la
formulacién la mas comun es la microencapsulacion mediante un proceso de coacervacion
(GOmez et al. 2014).

Recomendaciones Agronémicas

La aplicacion del producto ya sea conidias o blastosporas se realiza de forma preventiva para
el control de plagas, por lo que es recomendable mantener un monitoreo constante del cultivo
y aplicar en los primeros indicios de presencia de plagas. Se debe aplicar en horas frescas ya
que los rayos ultravioleta afectan la germinacion de las esporas.

Es necesario tomar en cuenta que el modo de accién del producto es de contacto directo de
otra manera no tendra con efectividad en el control de plagas, la aplicacion no debe coincidir
con aplicaciones de fungicidas o azufrados, se debe usar equipos totalmente limpios y libres
de residuos quimicos debido a que estos podrian inhibir la viabilidad del hongo (Gomez et
al. 2014).

El modo de aplicacion dependeré del lugar donde esté presente la plaga, si es en el follaje
seria usando bombas de fumigacidn, sin embargo, si es en el suelo podréa utilizar el sistema
de riego para llegar a las raices de la planta de una manera mas efectiva (Motta y Murcia
2011).

Aplicacion en campo de B. bassiana. La dosis por hectarea de B. bassiana es 1 L/ha en el
caso de blastosporas y 1 paquete de 240 g/ha en el caso de conidias (Chiriboga et al. 2015).
Se debe colocar en un recipiente de 20 L con agua hasta la mitad del envase, para hacer la
premezcla respectiva de las conidias o blastosporas con el adherente y el agua, en el caso de
las blastosporas no requieren el uso obligatorio del adherente debido a su naturaleza
hidrofilica que le permite mezclarse con el agua facilmente. Posteriormente se debe aplicar
un corrector de pH y dureza de agua (si lo requiere), como por ejemplo el corrector Biosol
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26 SL, debido a que es recomendable que el agua a utilizar tengo un pH ligeramente acido
entre 5.5a6.5, con una dureza entre 120 a 150 mg/L compuestos minerales en el agua. (Motta
y Murcia 2011). Al tener la solucién lista se procede a mezclar en el volumen total que se va
a usar para la aplicacion en campo. Es importante mantener la solucién en constante
movimiento para evitar la sedimentacion de las conidias en el agua, la aplicacion puede ser
con mochila, o una fumigadora adicionada a un tractor (Gomez et al. 2014).
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4. CONCLUSIONES

La produccién de B. bassiana puede ser de manera artesanal o baja escala y gran escala.
La produccion a gran escala tiene dos métodos por fermentacion usando medio sélidos,
el cual ha sido el mas usado debido a la facilidad de manejo y la produccion en medio
liquido, el cual es mas complejo por el uso de biorreactores.

La produccion en sustrato solido promueve la obtencion de conidios haciendo uso de
sustratos como cereales esterilizados y humedecidos, el arroz es el mas usado por su
adecuada superficie efectiva en un lapso de 35 dias, en cambio el método por
fermentacion liquida usando biorreactores produce blastosporas haciendo uso de un
medio cultivo a base de una fuente de carbono y nitrogeno en un lapso de 7 dias.

El control de calidad de produccion de conidias y blastosporas se basa en pruebas de
pureza, determinacion de viabilidad y concentracion de conidias o blastosporas/ gramo o
mililitro, en la formulacién de conidias se usan arcillas y harinas y en la formulacion de
blastosporas se aplica microencapsulacion usando polisacaridos y proteinas formando
coacervados.

17



5. RECOMENDACIONES
Investigar e implementar técnicas de formulacion para fermentados liquidos con el
fin de aumentar la viabilidad de las blastosporas de B. bassiana.
Examinar otros medios de cultivo mas econdémicos para la produccion liquida en
biorreactores, con el fin incrementar el rendimiento de produccion de blastosporas de

B. bassiana.

Buscar y probar otros sustratos utilizados en la produccion en medio sélido para
aumentar los rendimientos de crecimiento de B. bassiana.
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