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RESUMEN. La produccién de hongos entomopatégenos para el control de insectos plagas, se viene desarrollando
en muchos paises con varias técnicas de formulacion. En Cuba se destaca la produccién artesanal de Beauveria
bassiana sobre sustrato sélido de cabecilla de arroz fundamentalmente en magentas. Actualmente esto
representa un problema por la limitada accesibilidad de los componentes, asi como el aspecto econémico,
gue repercute en la comercializacion y disponibilidad del producto. La finalidad de este trabajo fue determinar
la esporulacion de Beauveria bassiana en sustratos en polvos de arroz, sorgo, y maiz en bolsas de polipropileno,
a unatemperatura de 30 °C, utilizando un soporte de viruta y serrin. La esporulacion se determiné a los 4 dias
de crecimiento contando las esporas en la camara de Neubauer, segun el método de French. Se calculo la
integral térmica para los 4 dias de cosecha. El andlisis de varianza factorial indicé que existen diferencias
significativas (P > 0,05) en la produccién de esporas en los sustratos solidos y las cantidades aplicadas. Los
sustratos en polvos de arroz y maiz presentaron las mayores concentraciones sobre un soporte de serrin, con
1,6 g de polvo de sustrato, alcanzando titulos de 3,4x10%* y 3x10%°, respectivamente, sin embargo se seleccion6
como el mejor al sustrato en polvo de arroz, por ser el producto destinado a la produccion de este hongo. La
integral térmica para los 4 dias fue de 100 °C. Se incrementd significativamente la productividad del hongo con
respecto al método tradicional de produccion (cabecilla de arroz).
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ABSTRACT. The production of entomopatégenous fungi for the control of insects pests, one comes developing
in several countries existing several formulation techniques. In Cuba he/she stands out the handmade production
of Beauveria bassiana it has more than enough solid substrate of leaders of rice fundamentally in magentas. At
the moment this represents a problem for the limited accessibility of the components, as well as the economic
aspect that rebounds in the commercialization and readiness of the product. The purpose of this work was to
determine the sporulation of Beauveria bassiana in substrates in powders of rice, sorghum and corn in
polypropylene bags, to a temperature of 30°C, using a chip support and saw dust. The sporulation was determined
at 4 days of growth counting the spores in the camera of Neubauer, according to the method of French. The
thermal integral was calculated for the 4 days of crop. The analysis of factorial variance determined that
significant differences exist (P>0,05) in the production of spores in the solid substrates and the applied quantities.
The substrates in powders of rice and corn presented the biggest concentrations on a saw dust support, to an
applied quantity of 1,6 g of substrate powder, reaching holding of 3,4x10%° and 3x10% respectively, it was
selected as the best the powdered substrate of rice, to be the product dedicated to the production of this
fungus. The thermal integral for the 4 days was of 100 °C. The productivity of the fungus increases significantly
with regard to the traditional method of production (leaders of rice).

Key words: Beauveria bassiana, production, solid substrate.

INTRODUCCION

La utilizacién de los hongos entomopatégenosenla  (Téllez, Cruz, Mercado, Asaff y Arana, 2009). Hoy
agricultura como un método de control biolégico  dia existen en el mercado mundial insecticidas
ha ido en aumento en los Gltimos afios, debido al  bioldgicos a base de hongos, bacterias y virus. No
gran potencial que tienen en el manejo de plagas  obstante de los aproximadamente 100 géneros y
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800 especies de hongos entomopatégenos que han
mostrado actividad contra diferentes insectos
(Thacker, 2002), solo pocos son utilizados
comercialmente como agentes de control, siendo
los mas utilizados Beauveria (Zurek y Keddie,
2000; Mulock y Chandler, 2000; Leite, Batista,
Almeiday Alves, 2003) y Metarhizium. (Ferron,
Farguesy Riba, 1991; Leite etal., 2003)

El hongo Beauveria bassiana es utilizado
exitosamente en muchas regiones del mundo, como
parte de las estrategias del manejo integrado de
plagas, por sus caracteristicas patogénicas para
controlar insectos, por su factibilidad de
reproduccion en formaartificial y la rentabilidad de
su uso (Esperanza, Gerding y France, 2008),
ambientalmente favorable y sin efectos toxicos.
(Baeteman, 1997)

La produccion de hongos entomopatdgenos para el
control de insectos plagas, se viene desarrollando en
varios paises como China, Cuba, Brasil, Peru,
Colombia, Costa Rica, Guatemala, Venezuelay otros
(Hussey y Tinsley, 1981; Batista, Bastos y Saad,
1988; Antia, Posada, Bustillo y Gonzalez, 1992),
existiendo varias técnicas de formulacion. En B.
bassiana se destacan la produccion artesanal y la
industrial, donde la mayoria de las producciones
mundiales son tecnologias simples que exigen insumos
bajos (Jones y Burges, 1997). En la artesanal se
utilizan materiales y sustratos sélidos como maiz, frijol
y papa, entre otros (Posada, Osorio y Velasquez,
2002). En Colombia es un método muy empleado
para la produccion de B. bassiana para el control de
la broca del café, Hypothenemus hampei (Ferrari),
(Antiaetal., 1992; Posaday Bustillo, 1994; Bustillo
y Posada, 1996; Posada, 2008). Sin embargo, el
método semi-artesanal es el méas usado a nivel mundial
para la produccion de conidios con un sistema
bifésico, que se basa en el desarrollo del in6culo en
cultivo liquido agitado (de forma rapida) o liquido
estatico (mas lento), que luego pasa al soporte solido;
optimizandose siempre el cultivo de la fase liquida
para promover un rapido crecimiento del aislado, y
obtener asi estructuras infectivas de alta calidad y a
menor tiempo como cuando la fase liquida se hace
por cultivo liquido agitado. (El6segui, 2006)

En Cuba la produccién artesanal se viene
desarrollando desde la creacion de una red de
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laboratorios denominados Centros de
Reproduccion de Entoméfagos y Entomopatdgenos
(CREE), brindando servicios al estado,
cooperativas y pequefios agricultores, con el fin de
suplir lademanda de insecticidas de sintesis debido
al bloqueo comercial que experimenta el pais. La
produccion de muchas especies de hongos en estos
laboratorios, se llevaa cabo utilizando fermentadores
y sustratos de arroz, y fundamentalmente este Gltimo
se utilizacomo medio de cultivo solido de cabecillas
de arroz en la reproduccion de Beauveria bassiana
en magentas. Actualmente esto representa un serio
problema para el pais, por la limitada accesibilidad
de los componentes, asi como el aspecto
econdmico, que repercute en lacomercializaciony
disponibilidad del producto, siendo a su vez pocos
los estudios realizados en la produccion del hongo
sobre diferentes sustratos como otras alternativas
de produccién.

Por lo antes expuesto, el objetivo del trabajo fue
evaluar los diferentes medios de cultivo sélido para
la produccion de Beauveria bassiana.

MATERIALESY METODOS

El trabajo se realizo en los laboratorios de Sanidad
\egetal del Centro de Investigaciones Agropecuarias
(CIAP) de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de
la Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas,
municipio de Santa Clara, Cuba. La investigacion se
llevo a cabo entre los afios 2009-2010.

Aislamiento

Se utilizo el aislamiento de la broca del café
Hypothenemus hampei (Curculionidae) conocido
como Bcafe-18 de Beauveria bassiana, contenida
en un tubo de ensayo de Agar nutriente PDA (Agar
papa dextrosa). Esta fue obtenida del laboratorio
de Sanidad Vegetal del Centro de Investigaciones
Agropecuarias (CIAP).

Produccion de blastosporas

Se partid de la preparacion del medio de cultivo
colocado en dos matraces Erlenmeyer (hasta un 30
% del volumen del matraz), conteniendo una mezcla
de: 15 g de miel de final, 1,5 g de levadura 'y 500
mL de agua. Lamezclase ajustd aun pH de 6y se
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homogenizo con una varilla por unos segundos.
Posteriormente a los erlenmeyer se les puso un tapon
de algodon para luego ser esterilizada en la autoclave
a una temperatura de 121°C por 20 minutos. Se
dejo enfriar lamezclay se inoculé con un cultivo
puro, que fue aislado de la broca del café
Hypothenemus hampei (Curculionidae) conocido
como Bcafe-18 de Beauveria bassiana, contenida
en un tubo de ensayo de Agar nutriente PDA (Agar
papa dextrosa). Todo el proceso se llevo a cabo en
una camara de flujo laminar con la disposicion de
un asa de siembra, mechero y alcohol para evitar
cualquier contaminacion. Por ltimo se dejaron los
erlenmeyers en una zaranda de agitacion mecéanica
de transmision magnética por 24 horas,
obteniéndose una mezcla homogénea cuya
concentracion se determind en un hematocimetro o
camara de Neubauer. (French y Hebert, 1988)

Preparacién y esterilizacion de soportes,
sustrato y las bolsas plasticas

Para la produccién masiva del hongo se usaron 30
bolsas plasticas esterilizables de polipropileno de

color blanco semitransparente, las cuales se
construyen para tales pruebas, y la dimension de
las mismas es de 10,7 x 14,5 cm en relacion con la
cantidad de sustrato que se va a utilizar.

A estas bolsas se afiadieron independientemente
cantidades de sustrato en polvo de: arroz, sorgo
y maiz, el cual fue anteriormente homogenizado
en un frasco con una capacidad de 100 cc de
madera blanca de viruta (restos de madera
cepillada), y serrin (restos de madera cortada)
(ver tabla 1). A cada bolsa se afiadieron 23 mL
de agua corriente de un acueducto limpio. Luego
se sellaron las bolsas y seguidamente se
perforaron en el centro dejando un orificio de 0,15
cm que se marco con un crayon (orificio que sirve
para la esterilizacion e inoculacion), para luego
ser esterilizadas situando las bolsas sobre un
soporte de cartén o tela dentro de la autoclave,
para evitar de esta forma que el calor de la misma
dafie las bolsas deformandolas luego de ser
esterilizadas a una temperatura de 121°C por 20
minutos, las bolsas se dejaron enfriar unas 2 horas
para luego ser inoculadas.

Tabla 1. Cantidades independientes de sustrato en polvo afiadidas sobre un soporte de viruta y serrin
en cada bolsa.

Soportes Sustratos (g)

No. | {100 cc) Arroz Maiz Sorgo
1 Yiruta 02 02 02
2 04 04 04
3 05 05 05
4 16 16 16
5 372 372 372
3] Serrin 02 02 02
7 04 04 04
8 08 08 08
9 16 16 16
10 372 372 372
Total 30 bolsas.

Inoculacion

Para la siembra o inoculacion del hongo se us6 una
jeringa estéril pararealizar la inyeccion en las bolsas
por el orificio marcado con crayén, segun la
metodologia seguida por Hernandez y Carrillo (1997),
donde se aplicaron 2 mL de una concentracion 3,
2x108blastosporas. Se debe tener en cuenta que para

cada inoculacion, laaguja de la jeringa se flameo6 en
el mechero cuidando de enfriarla unos pocos
segundos cerca de la llama antes de proceder a la
siguiente siembra o inoculacion. Todo lo anterior se
hizo paraeliminar los microorganismos contaminantes.
Posteriormente el orificio dejado para la inoculacion
fue sellado utilizando para ello cinta masking tape y,
por ultimo se incubaron a 30 °C por 4 dias.
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Conteo de las concentraciones obtenidas en
los diferentes sustratos.

Se prepararon suspensiones de esporas, realizando
el siguiente proceso para cada una de las bolsas. Se
abrié la bolsa con un corte lateral y se vertio su
contenido (sustrato y soporte) en un erlenmeyer de
1500 mL,, al que se le afiadié un litro de aguay 1 mL
de tenso-activo, y posteriormente se dejé agitando
por 5 min para homogenizar la solucion. Luego la
solucion se escurrio en un frasco por unos segundos,
usando paraello unamalla de tela para tener la primera
extraccion, y de éste se tomd un mL para una camara
de Neubauer y se realizaron los conteos de esporas
en 5 campos de la cdmara, para los dos puntos de

RESULTADOS Y DISCUSION

La produccion de hongos entomopatdgenos se
basa en la multiplicacién masiva del hongo y sus
estructuras reproductivas en un sustrato natural
como matriz de esporulacion, el cual proporciona
un soporte fisico a la conidia aérea.

De la combinacion de viruta + sustrato en polvo
para el desarrollo del hongo, se observa que
resulta significativamente mejor la cantidad

conteo, y del total obtenido en los dos puntos se sacd
un promedio de esporas/mL y el total de esporas
(Leite et al., 2003). Al sustrato que quedo en el
erlenmeyer despueés de ser escurrido se le afiadié 1L
deaguay unmL de tenso-activo, y se repitid el mismo
proceso anterior dos veces hasta obtener tres
extracciones. Al final se sumaron las concentraciones
obtenidas en las tres extracciones, constituyendo las
esporas totales por bolsa.

Anadlisis estadistico

Se realiz6 un Analisis de Varianza, pruebas de Duncan,
utilizando paraello el paquete estadistico Statgraphics,
version 5.

suministrada de 1,6 g de sustrato en polvo de
arroz y sorgo, alcanzando una concentracion de
esporas totales por bolsa de 2,3x10%°y 2,1x10%,
respectivamente. Asi también se encuentra
mostrando las mayores concentraciones al
sustrato polvo de arroz, para las cantidades de
0,2; 0,4 y 1,6, que refleja el 6ptimo
aprovechamiento que hace el hongo de este
sustrato (figura 1).
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Figura 1. Concentracion de esporas totales/ bolsa para sustrato de arroz, sorgo y maiz, sobre un soporte de viruta.
Conunadiferencia significativa para la Prueba de Rangos Multiples de Duncan (pd0,05)
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Se observa una diferencia significativa en la
concentracion de esporas totales por bolsa
obtenidas a diferentes cantidades, destacandose una
mayor concentracion a cantidadesde 1,69y 0,4 g,
para los tres sustratos sobre un soporte de serrin,
alcanzando los mayores titulos de 3,4x10%°, 3x10%
y 2, 8 x10%, 2,7x10%el polvo de maiz y arroz,
respectivamente. Asi también se observa que los

tres sustratos muestran el mismo comportamiento a
cantidades de 3,2 g, con un decrecimiento en la
misma, lo cual se debe a que una mayor cantidad
del sustrato no logra distribuirse uniformemente en
el soporte, por las particulas que se encuentrany se
aglutinan, reduciendo la superficie aprovechable por
el hongo. Hecho que se suscita en el momento de la
esterilizacion en laautoclave (figura 2).

M=+A

E S+
Bs5+5

Concentradon 10 esporas totalesholsa

0,8 1,6
Cantidad de sustrato aplicado (g)

32

Figura 2. Concentracion de esporas totales/ bolsa para sustrato de arroz, sorgo y maiz, sobre un soporte de serrin.
Con unadiferenciasignificativa para la Prueba de Rangos Multiples de Duncan (pd”0,05)

Los resultados obtenidos sobre la cantidad de sustrato
que beneficia el desarrollo del hongo, indican que la
produccidn de esporas es significativamente mayor a
una cantidad de 1,6 g, lo cual se debe a que esta
concentracidn proporciona los nutrientes necesarios para
obtener los titulos de esporas adecuados. Asimismo
Eldsegui (2006), sefiala un amplio rango de sustratos
solidos y soportes disponibles para su uso en la
produccion de B. bassiana, con una cierta cantidad de
nutrientes que son suministrados por cada sustrato en
particular, por lo que la calidad y cantidad del producto
difiere entre todos los sustratos empleados.

En las concentraciones de esporas por bolsaa unadosis

de 1,6 g se observa una diferencia significativa, tanto
para los soportes de serrin como de viruta con los tres
sustratos (figura 3).

En lacombinacion de soportes y sustratos en polvo, se
encuentra una mejor respuesta en el rendimiento de

esporas utilizando un soporte de serrin, donde la
produccion con los sustratos de polvo de arroz y maiz
fue 1,5y 3,5 veces superior, respectivamente, debido
posiblemente a: sumayor intercambio de oxigenoenel
medio, la mejor distribucion de los nutrientes y la
suspension del hongo en lamasa del sustrato.

El sustrato de polvo de arroz alcanzé los mejores
resultados en un soporte de virutay serrin, siendo una
alternativa de uso muy eficaz para la reproduccion del
hongo sobre ambos soportes (figura 3). Jenkins, Heviefo,
Langewald, Cherryy Lomer (1998) sefialan que debido
a la combinacion de factores, incluyendo balance
nutricional, costos, amplia disponibilidad en el mundo,
caracteristicas fisicas como grano pequefio, propiedades
de hidratacion e integridad estructural después de ser
colonizado por el hongo, el arroz es el sustrato mas
utilizado. De igual formaen Cuba este sustrato es el que
se destina para la produccion local del hongo como
cabecillade arroz, pero sinembargo solo se obtienen
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titulos de 1,37 x10° esporas/g de sustrato (segln la
metodologia seguida en el trabajo en el conteo de
esporas), donde para cubrir la aplicacion de este

hongo en una hectarea se necesitan 86,39 g de polvo
de arroz, mientras que para el caso del CREE se
necesitan 729,92 g de cabecilla de arroz.
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Figura 3. Concentracion representativa de esporas totales/ bolsa para sustrato en polvo de arroz, sorgo, y maiza 1,6
g. Con unadiferenciasignificativa para la Prueba de Rangos Multiples de Duncan (pd”0,05)

Teniendo en cuenta los factores antes mencionados,
se seleccioné al arroz para incrementar la
produccion de Beauveria bassiana, coincidiendo
con Mariny Bustillo (2002); Pariona, Castellanos y
Le6n (2007); Castillo, Meneses, Santander,
Gonzéles, Césares y Marquez (2008) y Cova,
Scorza, Garcia, Cansales, Guedez, Maffey y
Medina (2009), que destacan la utilizacion del
sustrato solido de arroz en la produccion de
Beauveria sp., donde los resultados encontrados
varian segun la metodologia seguida por estos
autores.

El resto de los productos ensayados pueden ser
utilizados, aunque los rendimientos obtenidos son
bajos, con excepcion del maiz que resulté mayor
en combinacidon con el soporte de serrin; puede
justificarse su utilizacion si la disponibilidad del
sustrato es grande y proporciona volumenes
necesarios para obtener titulos de esporas
adecuados, coincidiendo con Elésegui (2006) que
plantea que la eleccidon de los sustratos sobre los
que se realizara la inoculacion, previa esterilizacion,
depende de la disponibilidad local y costo de estos
asi como de las caracteristicas del aislado a
reproducir. Aunque el arroz resulta el mejor sustrato,

30

su utilizacion esta condicionada por ser un producto
de importacion destinado a la alimentacion humana.
La temperatura se tomo en consideracion para
calcular la integral térmica que por primera vez se
aplicaen Cuba, que consiste en una sumatoria de
temperaturas hasta el momento éptimo de cosecha.

El resultado obtenido se muestra a continuacion:

Donde: 7 =n (T-To)
> Sumatoria de temperaturas
n=numero de dias
T=temperatura media diaria encontradaen el
local
To=Temperatura limite inferior de crecimiento
para el hongo, considerada como el cero bioldgico
de 5 °C.

Teniendo en cuentaquen =4y T = 30, donde el
célculo seré el siguiente:

> =4 (30-5) =100 °C
Laintegral térmicaencontradaa los 4 dias, resulta ser

también un indicador de la cosecha de las bolsas, si se
realiza la produccion de este hongo en un local que
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presente otras temperaturas, donde no es necesario
regular el ambiente, porque el operador puede realizar
facilmente esta sumatoria de temperaturas del local en
el que se vaatrabajar, y encontrar la integral térmica
hasta coincidir con la obtenida de 100 °C, y asi
realizando una operacion matematica encontrar el
momento dptimo, en dias, de cosecha del hongo seguin
sus condiciones. Lo cual muestrasu ventajaen el ahorro
de energiay equipos, donde Zapata y Arias (2003)
sefialan que la produccion tradicional de este hongo
basada en sistemas de bandejas, localizadas en grandes
salones con humedad y temperatura controladas, es
inestable y de elevado costo operacional, ademas de
tener algunas limitaciones operacionales.

CONCLUSIONES

De los diferentes sustratos evaluados sobre un
soporte de viruta y serrin, se seleccion6 como el
mejor al sustrato en polvo de arroz combinado con
un soporte de serrin, para iniciar la produccion de
B. bassiana, con una integral térmica de 100°C a
los 4 dias de cosecha.
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