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Resuimen

Se aislaron 41 cepas nativas de Verticillium lecanii (Zimm.) Viegas (Deuteromycete:
Moniliales) a partir de adultos de la mosca blanca de los invemaderos Trialeurodes
vaporariorum (Westwood) (Homoptera: Aleyrodidae) visiblemente parasitadas por el
hongo en cultives de frijol de la regiébn del Sumapaz. En pruebas biologicas de
invernadero se evaluaron algunas cepas por su acfividad insecticida y se seleccioné una
como promisoria para el control de la mosca blanca. Con el objeto de evaluar esta cepa
a nivel de campo. En un trabajo paralelo se ensayaron para la produccion masiva
diferentes medios de cultivo con base en sustratos naturales, obteniendo los mejores
rendimientos y productividad (54 x 10" UFC / ml), en el medio de cultivo con base en
arroz cocido licuado liquido incubado a 25°C durante 12 dias en condiciones de luz
constante. Con el propésito de darle estabilidad al hongo frente a condiciones adversas,
la biomasa cobtenida en este medio de cultivo se mezclé con los protectores de luz
ultravioleta CBUV 01 y CBUV 02, , estas mezclas fueron sometidas a dos procesos de
secado, en estufa con comiente de aire a 25°C y mediante liofilizacion para
posteriormente obtener un polvo. Para su aplicacion en campo el polvo preformulado
fue disefiado para reconstituirse en una base autoemulsificable que contenia una mezcla

de aceite vegetal, Tween 80, Span 60 y un agente gelificante, que le sirve como vehiculo

y le proporciona proteccién y adherencia, para finaimente llevarlo al volumen de

aplicacién. Se demostrd que los dos protectores de luz ultravigleta le brindaron
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proteccion al hongo. Sin embargo el protector CBUV 02 fue el que le confirié la mayor
proteccidn cuando la biomasa preformulada fue secada mediante liofilizacion.

Materiales y Métodos
Aislamiento y conservacién de Verticillium lecanii

El aislamiento de 41 cepas de V. lecanii se hizo a partir de 59 muestras de adultos de
mosca blanca en cultivos de frijol y habichuela provenientes de cinco municipios de ia
regién del Sumapaz (Silvania, Pasca, Fusagasuga, Arbelasz y San Bernardo). Llas
muestras colectadas presentaban sintomas claros de parasitismo por hongos

entomopatdgenos.

Los insectos colectados, fueron ubicados en camaras himedas, constituidas por una
caja de Petri de 5 cm de didmetro que tenia en la base un papel filtro humedecido con
agua destilada estéril. Sobre el papel se colocaron los insectos que estaban
presumiblemente contaminados con hongos entomopatégenos. Las cajas de Petri se
colocaron en una cubeta plastica. Las cubetas fueron tapadas e incubadas a 25°C en

condiciones de oscuridad constante.

Después de 5 y 6 dias de incubacién el hongo fue aislado en medio de cultivo agar agua,
e incubado por 4 é 5 dias a 25°C. Después de realizar la identificacién microscopica del
hongo, éste fue repicado en medio PDA (papa-dextrosa-agar), el cual se incubd durante
8 dias & 25°C en oscuridad. Los aislamientos purificados fueron codificados como cepas
VI seguida del nimero consecutivo correspondiente al aislamiento de V. lecanii y
conservadas en el banco de cepas del programa de Manejo integrado de plagas (MIP},
en tubos de medio PDA, crecido bajo las condiciones descritas anteriormente y en suelo
estéril. La conservaciéon de las cepas en suelo, se hizo a partir de una suspensién
concenirada de esporas en agua destilada estéril obtenida de cultivos crecidos en PDA.
250 l de la suspension se inocularon en 0.5 g de suelo tamizado y esterilizado,
contenido en ampolletas de vidrio con capacidad de 2 mi; luego fueron selladas
herméticamente al vacio. Las cepas asi conservadas fueron mantenidas a 9°C. Para
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reconstituir las cepas a partir de suelo, se depositaron algunas particulas sobre una caja
de PDA, la cual fue incubada a 25°C durante 8 dias.

Las cepas aisladas fueron evaluadas tantoc en invernadero como en campo en un trabajo
realizado por Garcia (1996), evaluando su actividad insecticida contra la mosca blanca

de los invernaderos T. vaporariorim.

Para reactivar las cepas de V. lecanii en el insecto plaga, se tomaron 15 adultos de ia
mosca blanca, las cuaies fueron introducidos en camaras himedas, en las que
previamente se habia introducido un trozo de medio de PDA con crecimiento del hongo
esporulado. Una vez se observé desarrollo de micelio sobre los insectos se realizé el
aislamiento del hongo en medio PDA.

Evaluacion de diferentes medios de cultivo para el aislamiento de V. lecanii

Con el propésito de buscar un medio de cultivo adecuado para el aislamiento del hongo
bajo condiciones de laboratorio se ensayaron los siguientes medios semisinteticos: agar
agua, agar papa dextrosa (PDA), agar Saboureaud, agar Saboureaud Rosa de Bengala,
agar Rosa de Bengala, agar suelo y agar avena. Los ensayos fueron realizados con la
cepa VL16 aislada de adultos de mosca bianca provenientes de un cultivo de habichuela
de la regién de Sumapaz, seleccionada por su capacidad para producir micelio y
esporulacién abundante. Los medios semisintéticos contenidos en cajas de Petri de
9.0cm de diametro se inocularon en superficie con 0.1ml de una suspension de
propaguios de V. lecanii que contenia una concentracién de 5x10° propagulos/mi
homogenizando el inéculo por medio de un rastrilio de vidrio. Las cajas de Petri fueron

incubadas a 25°C durante 15 dias en condiciones de oscuridad constante.
Cada medio de cultivo se sembré en tres cajas Petri. Se evalud el tipo de crecimiento y

desarrollo en el tiempo teniendo en cuenta las caracteristicas macroscopicas de ias

colonias (crecimiento micelial y esporulacion).
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Medios naturales

Se evaluaron diferentes medios de cultivo con base en sustratos naturales para buscar el
medio de produccion masiva del entomopatégeno de mayor rendimiento, productividad,
facilidad de manejo y bajo costo. Los medios ensayados tuvieron sustratos con base en
papa, zanahoria, papa-zanahoria, frijol, cebada, salvado, avena y armoz. A este (iltimo se
le efectuaron modificaciones en su consistencia. Se utilizaron diferentes cantidades de
cada uno de los sustratos, buscando que el medio de cultivo ocupara un area de
crecimiento semejante donde el hongo pudiera desarrollarse.

Los medios de cultivo contenidos en Erenmeyer de 500 mi fueron inoculados con 2 ml
de una suspensién del hongo a una concentracién de 5x10° propagulos/ml. Se
incubaron a 25°C en oscuridad constante durante 15 dias. Al cabo de éste tiempo, con
el objeto de evaluar la productividad de los medios, se realizé un recuento en placa de
Petri de unidades formadoras de colonia por mililitro (UFCimi). Se realizaron tres
repeticiones, se hallé la desviacion estandar de las mismas y este valor fue adicionado y
substraido al promedio respectivamente, obteniendo un rango al rededor de la media.

Para la evaluaciéon de la productividad de estos medios de cultivo se adicioné a cada
erlenmeyer 200 ml de solucién de Tween 80 al 0.1% estéril y se agité vigorosamente
durante un minuto. De la suspensién resultante se hicieron diluciones seriadas desde 10
" hasta 10, de esta tltima dilucién 100l fueron sembrados sobre la superficie del medio
de cultivo Saboureaud Rosa de Bengala, distribuyendo homogéneamente e! inoculo con
ayuda de una varilla de Huckey. Después de una incubacion de tres dias a 25°C se

realizd el conteo en placa de Petri.

Para el medio de cultivo con base en amoz se realizaron cuatro variaciones en su
consistencia las cuales fueron: arroz crudo licuado sélido, arroz crudo licuado semisélido,
arroz crudo licuado liquido y arroz cocido licuado liquido. Para los tres primeros medios
se pesaron 100g de arroz y se licuaron en 200, 850 y 1.200 ml. de agua destilada
respectivamente. Para el medio de amoz cocido licuado se cocinaron 100g de arroz en
200 m| de agua y posteriormente se licuaron en 1800ml de agua destilada. Se realizaron

52



tres repeticiones de cada modificacidn en la consistencia del medio de cultivo con base

en arroz y una replica en el tiempo.

Estos medios de cultivo fueron servidos en cajas de Petri de 14 cm de diametro e
inoculados con 2 mi de una suspension del hongo en concentracién de 5x10°
propagulos/ml. Se incubaron a 25°C en condiciones de oscuridad constante durante 15
dias, al cabo de los cuales se obtuvieron las colonias formadas por raspado (en medios
sélidos) o extraccién (medios liquidos) de las colonias formadas sobre la superficie del
medio para realizar el recuento en placa de Petri de UFC/mi.

Evaluacion de las condiciones de incubacién para la produccion masiva de
Verticillium lecanii

Utilizando el medio de cultivo con base en arroz cocide licuado liguido y la metodologia
de inoculacion descrita anteriormente se realizaron estudios con el fin de evaluar el
efecto que sobre el rendimiento en la produccion del hongo ofrecian cuatro diferentes
condiciones de incubacién. Estas fueron:

-Agitacién a 100 r.p.m. en presencia de luz.

-Agitacién a 100 r.p.m. en oscuridad.

-Sin agitacién en presencia de luz.

-Sin agitacién en oscuridad.

Se realizaron tres repeticiones y tres replicas en el tiempo. Todos los tratamientos fueron
incubados a 25°C durante 12 dias. Al cabo de este tiempo, la biomasa obtenida se
suspendié en 30 ml de Tween 80 al 0.1% y se homogeneizé en vortex durante 1 minuto.
De esta suspensién se hicieron diluciones seriadas para realizar el procedimiento de
siembra en placa de Petri siguiendo los procedimientos descritos anteriormente. Se halié
la desviacién estandar de las repeticiones y este valor fue adicionado y substraido al
promedio respectivamente, obteniendo un rango al rededor de la media. El promedio de
crecimiento del hongo en las tres repeticiones se expresd, como unidades formadoras de

colonias por mitilitro (UFC/ml).
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Estandarizacion de la produccion masiva de Verticillium lecanii
Para la produccién masiva de V. lecanii se utilizé la cepa VI 26 la cual fue seleccionada
por Garcia (1996), por su alta actividad insecticida contra Trialeurodes vaporariorum

(Westwood), bajo condiciones de invernadero.

Previa a la siembra de esta cepa para su produccion masiva se realizd una reactivacion
en el ingsecto. Posteriormente los insectos infectados por el hongo fueron introducidos en
cajas de Petri con medio de PDA. Estas cajas se incubaron durante 10 dias a 25°C. Del
cultivo crecido se realizd un raspado para hacer una suspensién de propagulos, la cual
fue ajustada a una concentracién de 5x10° propagulos/ml. De esta suspension se
utilizaron 2 mi para inocular en bandejas de aluminio, de 15 x 24 x 4 cm. con 200 mi del
medio de cultivo con base en arroz cocido licuado liquido. Los recipientes se cubrieron
con doble capa de pelicula de polivinilo y se incubaron a 25 °C en condiciones de luz

constante durante 12 dias.

Métodos de separacion
Con el fin de separar la biomasa del hongo de los medios de cultivo preseleccionados
por su alto rendimiento se probaron cuatro procedimientos de separacion: lavado con

agitacién manual; lavadc con agitacion mecénica; homogenizacion; y licuado.

Para evaluar la eficiencia de los métodos de separacion, al producto obtenido por cada
uno de estos métodos se le realizd recuento de propagulos/mililitro en camara de

Neubauer.

Preformulacién de la biomasa del hongo

Se disefi6 como forma de presentacion del producto un polvo mojable el cual estaba
conformado por la biomasa del hongo recubierta con un protector de luz ultravioleta. Este
polvo debia ser suspendido en un portador gue constara de una base oleosa,
tensioactivos, y agentes gelificantes. La emulsion resultante debia ser diluida en agua

para su aplicacién en campo.
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Para el recubrimiento de la biomasa de Verticillium lecanii se utilizaron dos protectores
de luz ultravioleta {CBUV 01 y CBUV 02), los cuales fueron aplicados a la biomasa como
una pasta que contenfa una mezcla del protector de luz ultravioleta y un adherente. Se
realizaron mezcias de cada uno de los protectores de luz ultravioleta con el agente
gelificante. El procedimiente se realizé tomando 2 ml del adherente preparado a
diferentes concentraciones, 0.25%, 0.5%, 0.75%, 1.00%, 1.50% y 2.00%. Cada
concentracion, se mezcldé con 2, 3, 4, 5 y 6 gramos del protector de luz ultravioleta y se
selecciond fa pasta, teniendo en cuenta caracteristicas fisicas de maleabilidad y
consistencia (Tabla 1).

TABLA 1. Ensayo de diferentes proporciones adherente-protector de radiacion U.V. en la

elaboracion de la pasta de recubrimiento.

I

DHERENTE
—_— \Fm 0.25% | 0.50% | 0.76% | 1.00% | 1.50% | 2.00%
Protector U V. | 2g | 2g | 2g 2g 29 29
Protector U.V. | a g | 3g 3g 3g 39 ig
 Protector U.V. | 4g 49 4g 4q 49 4q
Protector U V. 50 5q 5a 5g 5g 5g
Protector UV, 6g 6g G | &g g 6g

Seleccion de la relacion pasta-propagulos.

Este ensayo buscd seleccionar la relacion pasta-propagulos que ofreciera el mejor
recubrimiento del hongo, buscando el mayor porcentaje de propagulos cubiertos ©
parciaimente cubiertos, teniendo en cuenta que no se presentara un exceso de
particulas del protector de luz ultravioleta sin adherirse a los propagulos del hongo.

Para estos ensayos se tomaron 10 ml de biomasa himeda y se mezclaron en cajas de
Petri de 5¢cm de diametro con 0.5, 0.8, 1.0, 1.3, 1.5, 1.8, 2.0, 2.5, 3.0, 4.0, 50, 6.0, 7.0,
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8.0, 9.0, 10.0 gramos de pasta. Estas preparaciones fueron secadas en estufa con
corriente de aire a 25° C durante 2 dias y posteriormente se pulverizaron manuaimente

en mortero.

Mediante observaciones microscopicas se determind la mejor proporcidén pasta-
propaguios observando el porcentaje de propagulos cubiertos, parcialmente cubierios y
desnudos. Este dato fue obtenido después de contar 100 propagulos en varios campos

microscopicos.

Produccion masiva y formulacién de V. Jecanii
Con el propésito de obtener suficiente producto para su aplicacion en campo se realizé
un pequefio escalamiento de la cepa VI 26 la cual fue formulada con el protector solar.

Para este fin se sembraron semanaimente 70 bandejas durante doce dias en
condiciones de luz constante. Por cada bandeja que contenia medio de arroz cocido
licuado liquide en la que habia crecido V. lecanii se extrajeron 30 ml de biomasa. A esta
biomasa se le adicioné 5.4 g de pasta que contenia el protector CBUV 01 y 6.0 g de
pasta que contenia CBUV 02. Cada protector de radiacién UV fue tratado como una
preformulacién diferente, adicionandolo por separado a la biomasa extraida.

Esta mezcia fue licuada durante un minuto, y posteriormente se extendié una capa fina
de 3 mm aproximadamente, en la base de cajas de petri. Estas cajas fueron cubiertas
con papel absorbente estéril. La mezcla fue sometida a los siguientes métodos de
secado:

Flujo de aire continuo a 25°C. El hongo preformulado se secé en estufa con corriente de
aire continua a 25°C durante 2 dias. Una vez seca la biomasa preformulada, se procedi¢
a la trituracion manual en morterc hasta obtener un tamafio de particula pequeiio, el cual
se paso a través de un tamiz de tela. Se evalu6 la viabilidad del hongo antes y después
de! proceso de secado mediante la técnica de recuento en placa de Petri de UFC/g.

Liofilizacion. La liofilizacion se utilizd como método de secado rapido, obteniéndose

igualmente un polvo mojable. Para proteger al principio activo de las condiciones de
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liofilizacion se evaluaron en mezcta con propdgulos los siguientes excipientes: Leche,
pasta de recubrimiento seleccionada en procesos anteriores y mezcla leche pasta. Se
colocaron 2 ml de cada una de las mezclas en viales de vidrio de 10 ml de capacidad. Se
evalué la viabilidad del hongo antes y después del proceso de liofilizaciéon mediante la
técnica de recuento en placa de Petri, expresando los resultados como unidades

formadoras de colonia por gramo de producto (UFC/g).

Una vez estandarizada la técnica para obtener el preformulado secado mediante Ia
técnica de liofilizacién, se procedié a utilizar esta metodologia para la obtencién del
producto para evaluacion en campo. Para estos ensayos se utilizaron viales de 40ml de
capacidad, se sirvié 1/3 del vial, 40 ml 0 12ml respectivamente, con la biomasa humeda
preformulada a una concentracion de 1x10° propagulos/ml. Se congelaron a -70°C
durante una hora, posteriormente se liofilizaron durante 27 horas para lograr la perfecta
deshidratacion del producto.

Elaboracién de la base autoemulsificable

Para resuspender el producto se disefid una base autoemulsificable constituida por
aceite, tensioactivos y gelificantes. Se ensayaron los siguientes aceites: girasol, maiz,
ricino y mineral. También se tuvo en cuenta en fa seleccién de la proporcién de aceite-
preformulado caracteristicas cualitativas de suspendibilidad y velocidad de

sedimentacién.

Se realizaron calculos del balance hidréfilo-lipéfilo para hallar la cantidad de
tensioactivos necesarios para obtener una completa miscibilidad entre el aceite
seleccionado y el agua. Se empleé una mezcla de los tensioactivos Tween 80 y Span
60, utilizando por cada mi de aceite 82.% y 19% de los tensioactivos respectivamente.

Los agentes gelificantes ensayados fueron goma arabiga, carragenan, gelatina y
metilcelulosa en diferentes concentraciones, para dar al producto reconstituido, una
mayor suspendibilidad al momento de la aplicacion en campo (Tabla 2).
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TABLA 2. Ensayo de diferentes concentraciones con los gelificantes evaluados.

GELIFICANTES 1 CONCENTRACIONES
Gelatina 1.00 % 1.30 % 1.50 %
Carragenan 0.50 % 0.80 % 1.00 %,
Goma arabiga ' 1.00 % 1.20% 1.50 %
Metil celulosa | 1.00 % 1.25% | 1.30%

Una vez constituida la base autoemulsificable, se realizaron ensayos para hallar la
relacién del volumen de la base a utilizar por gramo de producto ensayando 1, 2, 3, 4, 5,
6,7, 8, 9y 10ml de la base autoemulsificable.

Evaluacién del efecto de la radiacién ultravioleta sobre los productos
preformulados

Con el fin de evaluar el efecto de la luz U.V. sobre la-viabilidad de Verticillium lecanii en
tas preformulaciones obtenidas con cada uno de los dos protectores solares, se realizd
un ensayo que consistié en exponer 3 muestras de 1g cada una del polvo mojable de
cada preformulacion (biomasa seca recubierta con protector de radiacion U.V.) y un
control que consistid en la biomasa seca no recubierta (3 muestras de 1g), extendido
sobre la base de una caja de Petri descubierta de 5¢cm de diametro, durante 0, 30, 60 y
120 minutos a una lAmpara de luz ultraviolieta que emite una longitud de onda de 253.7
nm. Por cada ensayo se realizaron tres repeticiones, Se evaluaron tanto productos
secados por liofilizacion como aquellos secados con corriente de aire. La viabilidad de

los propagulos fue evaluada mediante recuento en placa de Petri (UFC/g).

Pruebas De Aimacenamiento
Se realizaron pruebas de almacenamiento de V. lecanii en forma de propagulos secos y
propagulos recubiertos con cada uno de los protectores de radiacién ultravioleta. Para

este fin se almacend en viales de vidrio 1g de cada uno de los productos a temperatura
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ambiente (18°C) y a 9°C en cuarto frio. Se evaluo la viabilidad del hongo por medio de
recuentos en piaca de Petri de UFC/g a los 0, 8, 15, 30, 45 y B0 dias de el ensayo,

realizando 3 repeticiones por periodo de almacenamiento.

Resuitados y Discusion

Conformacioén de un banco de cepas de Verticillium lecanii (Zimm) Viegas.

Se contribuy6 significativamente a la conformacién de un banco de cepas, que en la
actualidad cuenta con 41 accesiones de V. lecanii, obtenidas a partir de moscas blancas
infectadas en campo provenientes de los municipios de Fusagasugd, Silvania, Pasca,
Arbelaez y San Bernardo. Este banco, se encuentra en el laboratorio de Control
Biolégico del Programa de Manejo Integrado de Plagas en &l centro de investigaciones
“Tibaitatda” de CORPOICA.

Seleccién de un medio de cultivo para el mantenimiento de V. lecanii en laboratorio
De los medios semisintéticos evaluados, se seleccionaron los medios agar papa
dextrosa (PDA) para realizar las pruebas en laboratorio de reactivacion de cepas,
siembra del in6culo y produccién masiva; y el medio agar Saboureaud Rosa de Bengala
para realizar los recuentos en placa de Petri de UFC.

El desarrolio micelial y la esporulacién de V. lecanii en el medio PDA fue abundante con
colonias grandes y redondeadas, mas elevadas que en los anteriores medios, de bordes
irregulares, aterciopeladas, compactas, con crecimiento homogéneo sobre la superficie

del medio. El recuento presentado fue de 54x10* UFC/m.

En agar Saboureaud Rosa de Bengala, V. fecanii presenté colonias diferenciadas,
puntuales, redondas, de bordes uniformes, elevadas, aterciopeladas, tamafio mediano y
uniforme, con abundante crecimiento micelial y un recuento de 46x10° UFC/ml. El
crecimiento puntual de micelio se debe al efecto inhibitorio del colorante Rosa de
Bengala, el cual actia como agente fungistitico. Este colorante tiene ademas
propiedades bactericidas utiles para evitar contaminacién bacterial. Por las
caracteristicas de crecimiento que el hongo presentd, se seleccioné este medio para

realizar los recuentos en placa de Petri de UFC.
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Seleccion de medios de cultivo para la produccion masiva de V. lecanii

En ef medio de salvado V. fecanii presenté un pobre crecimiento micelial de 50x10*
UFC/g, las colonias fueron pequefias y aisladas sobre la superficie, alcanzando sélo a
cubrir un 5% de la superficie total del medie de cultivo.

En el medio de cultivo de avena, el entomopatégeno crecié sobre la superficie formando
una biomasa compacta gruesa de apariencia aterciopelada y uniforme. El recuento en
placa de Petri fue 40x10° UFC/g (Figura 1). Aunque éste es un medio rico en sustancias
nutritivas, que proporciona gran cantidad de hidratos de carbono, proteinas y vitaminas,
la forma en que se presento {hojuelas humectadas), tal vez no fue la adecuada para la
utilizacién y absorcién de los nutrientes por parte del hongo.

En el medio de papa el crecimiento de V. lecanii fue escaso desde los primeros dias,
poco uniforme, con colonias indefinidas, con un recuento en placa de Petri de 48x10°
UFC/g (Figura 1). Este susfrato cuenta con una proporcién moderada de hidratos de
carbono que n¢ brindan al hongo la suficiente cantidad para sus requerimienfos

nufricionales.

En el medic de papa-zanahoria el crecimiento de V. lecanii fue moderado, poco
uniforme, con colonias aterciopeladas. Ei mayor desarrollo se observé sobre la zanahoria
y al igual que en el medio anterior, la papa mostré escaso crecimiento. Este medio
mostré un conteo en piaca de Petri de 62 x10° UFC/g (Figura 1).

El desarrollo de V. lecanii en el medio de frijol fue uniforme y abundante en los primeros
dias, con colonias aterciopeladas que recubrian el grano. Se obtuvo un conteo en placa
de Petri de 91x10° UFC/g. El crecimiento abundante de V. fecanii en el medio de frijol se

debe al gran contenido nutritivo de este sustrato, ya que mas del 50% de su composicién
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Figura 1 . Evaluacion de diferentes medios de cultivo para la
produccion masiva Verticillium lecanii

son hidratos de carbono, 21% de proteinas, que proporcionan una excelente fuente de
nitrégeno, ademdas posee una gran cantidad minerales. Su contenido de vitaminas es

muy limitado, lo cual pudo incidir sobre el desarrollo del hongo (Griffin, 1981).

El micelio de V. lecanii en el medio de zanahoria se presenté de manera uniforme, con
colonias blancas, aterciopeladas, extendidas sobre la superficie de los trozos de
zanahoria. Este sustrato es pobre en elementos nutritivos tales como proteinas,
minerales y contiene una baja proporcién de hidratos de carbono. Cabe anotar que la
Zzanahoria tiene una alta cantidad de vitamina A, pero ésta no ha sido reportada como

necesaria en los requerimientos esenciales para el crecimiento de los hongos.

En el momento de la separacién del hongo por agitacidon manual, éste se mezcld con el
medio, lo que dificulté el proceso. Asi mismo, el producto final disminuy6 su calidad,
debido a la cantidad de medio incorporado en é&l. El recuento en placa de Petri obtenido
fue 10x10° UFC/g (Figura 1).
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En el medio de cultivo con base en cebada se observd un crecimiento de V. lecanii
abundante, uniforme, con colonias pequefias, aisladas y puntiformes que cubrieron
progresivamente el granoc, con un buen desarrollo. Este medio al igual que los anteriores
presenté inconvenientes en el momento de la separacién ya que el micelio después de la
agitacién quedé adherido firmemente al sustrato, siendo rescatado en el lavado sélo una
parte de la biomasa producida. El conteo en placa de Petri fue 58 x10° UFC/g (Figura 1).

En el medio de arroz el crecimiento del entomopatogeno fue homogéneo, con colonias
aterciopeladas que lentamente cubrian fa superficie del grano, y un abundante desarrollo
de micelio. En el proceso de separacion de la biomasa se observé que el micelio
penetré el susirato. En el momento de la separacion, se produjo una pérdida de la
mayor parte del principio activo al quedar este incorporado al medio de cultivo; ademas,
el grano absorbié gran cantidad de solucion de lavade dificultando el proceso. En este
medio se obtuvo el mayor recuento en placa de Petri, 13 x1 0’ UFC/g (Figura 1).

El sustrato de arroz fue seleccionado para realizar la produccién masiva, ya que el
recuento en placa de Petri de 13x10° UFC/ml. expresd los mayores rendimientos y
productividad (Figura 1). Debido a que el grano esta conformado en una alta cantidad de
almiddn que proporciona una rica fuente de carbono 80%, cantidad superior a la ofrecida
por fos demds medios de cultivo ensayados, elemento principal para el desarrolio de los
hongos. E! contenido de carbono es directamente proporcional a la duracion de la fase
de crecimiento exponencial del hongo y su agotamiento determina la iniciacién de la fase
de decadencia (Griffin, 1981). La fuente de nitrdgenc es obtenida de los aminoacidos
presentes en el contenido proteico del arroz equivalente al 9% e igualmente este sustrato
brinda otros elementos nutritivos como magnesio, fésforo, azufre, potasio, caicio y otros
iones, ademas de vitaminas del complejo B como riboflavina y tiamina y ia vitamina
niacina que influyen en el crecimiento del hongo. Ademas de su contenido nutricional,
este medio fue escogido por su facilidad de adquisicion, manejo y menor costo para la

produccion masiva del entomopatégeno.

Sin embargo el procesc de separacion del componente activo del entomopatdgeno

(propagulos) se dificulid porque el micelio penetré el grano de aroz gquedando
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fimemente adhenido al sustrato. Para superar este inconveniente se efectuaron
variaciones en la consistencia del medio, para aumentar la productividad del hongo; para
lo cual se ensayaron cuatro medios de cultivo licuados con diferentes grados de
humedad: medio de arroz sélido, semisélido, liquido y arroz cocido fiquido.

Los medios de armroz licuado sdlido y semisdlido presentaron un pobre crecimiento
micelial, poco uniforme, con colonias aisladas y dificiles de separar. No se realizé conteo
en placa de Petri, por la dificuttad en la manipulacion de las escasas colonias formadas.

El medio de arroz crudo licuado liguido no fue homogéneo durante la incubacién, ya que

V. lecanii desarrolld colonias de crecimiento aislado y escaso.

E! medio de arroz cocido licuado liquido fue mas homogéneo en consistencia en relacion
con los anteriores medios. V. lecanii en este medio presenté un crecimiento abundante,
rapido y uniforme, cubridé completamente la superficie, obteniendo una biomasa de
micelio abundante, aterciopelada y de facil separacién dei sustrato. En el recuento en
placa de Petri se mostré un rendimiento de 3x10° UFC/mi (Figura 2). Esta concentracion
supero la lograda en el medio de arroz sdélido en grano; debido probablemente a que en
el medio liquido se recupera la totalidad de la biomasa del hongo, mientras que en el
medio sélido se observé una pérdida al quedar fa biomasa adherida al sustrato. De otra
parte, en un medio de consistencia acuosa los nutrientes estan facilmente disponibles
para su utilizaciéon, mientras que en los medios sélidos se requiere mayor actividad

metabdlica para obtener los elementos nutritivos.

Las caracteristicas de crecimiento de V. lecanii sobre el medio de arroz cocido licuado
liquido fueron las gue se tomaron en cuenta en la seleccion de éste para la produccién
masiva del entomopatégeno. Ademas de ser un medio de sencilla preparacion y manejo,
facilita la separacidn de la biomasa (micelio y esporas) y relne las caracteristicas
registradas en la literatura de humedad relativa necesaria para el 6ptimo desarrofio del

hongo, > 95%, que contribuyen a su esporulacion (Heyler ef. a/, 1992).
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Figura 2. Efecto de la consistencia del medio de cultivo sobre el
crecimiento de Verticillium lecanii

Una vez elegido el medio de produccién masiva, se evaluaron cuatro condiciones de
incubacién para optimizar la produccion de V. lecanii en el medio de arroz cocido licuado
liguido. En los medios sometidos a agitacion constante a 100 r.p.m. se observé que el
movimiento compacta el hongo sobre si mismo desarrollando colonias esféricas, aisladas
y suspendidas en la totalidad del medio de cultivo. Los ensayos sometidos a agitacion
presentaron un menor desarrollo del hongo con un recuento en placa de Petri de 38 x10°
UFC/ml, mientras que en los medios incubados en condiciones estaticas se obtuvo un
mayor recuento en placa de Petri de 39x1 0’ UFC/ml, estos resultados se deben a que en
condiciones de agitacion en fermentacion sumergida las colonias formadas no presentan
esporulacién {Cotes, 1997), ya que no se encuentran disponibles las condiciones de luz

y aerobiosis requeridas para el optimo desarrollo del entomopatégeno (Figura 3).
En cuanto a los medios de cultivo incubados en presencia ¢ ausencia de luz, el hongo no

presentd diferencias importantes en su desarrollo, aunque hubo una tendencia a una

mayor productividad en presencia de luz constante, con recuentos en placa de Petri de
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FIGURA 3. Efecto de las condiciones de incubacién sobre el
crecimiento de Verticillium lecanii

29 x10’ UFC/ml en presencia de luz constante y de 15x10’ UFC/ml en oscuridad
constante (Figura 3).

Esto se debe a que la luz incide directamente sobre el crecimiento del hongo, y produce
un incremento en las tasas de crecimiento especifico del cuitive, pero no

necesariamente sobre la esporulacion (Griffin, 1981).

Se seleccionaron como condiciones 6ptimas de incubacion a 25°C para la produccion
masiva, la presencia de luz constante, sin agitacion. Bajo estas condiciones el hongo
presentd la mayor productividad, al compararlo con las obtenidas bajo las restantes

condiciones estudiadas.

Seleccién del método separaciéon de la biomasa
En el medio de arroz sélido crudo en grano, la separacién de la biomasa del hongo,
mediante lavado con agitacion manual en vortex y la homogeneizacion fueron los
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procedimientos menos eficientes debido a que el micelio del hongo penetra el grano y no
se desprende faciimente del sustrato; por lo tanto, el liquido rescatado presenta una
escasa concentracién de 56x10° propagulos/ml. En este mismo medio de cultivo el
licuado resulté un proceso poco practico porque el producto final quedé mezclado con
una gran cantidad de sustrato, impidiendo la determinacidn microscépica de la

concentracion de propagulos/mi en cdmara de Neubauer.

Al observar la poca eficiencia de los métodos empleados y la dificultad para separar los
propagulos del hongo del grano de arroz, se selecciond el medio de arroz cocido licuado

liquido en el cual se ensayaron los mismos procedimientos de separacion.

En el medio de arroz cocido licuado liquido la separacidon de la biomasa por agitacion
manual, agitacidbn en vorlex y homogeneizacion fueron procesos en los que se
desprendio una cantidad considerable de propagulos, de 4x10” propagulos/ml en los dos
primeros vy, 2x10° propagulos/ml. en el Ultimo procedimiento. Sin embargo, la gran
cantidad de liguido que gueda adherido a la biomasa dificulté el proceso posterior de

secado.

Para el medio de cuitivo de arroz cocido licuado liquido también se ensayd el método de
licuado. La biomasa extraida manualmente del medio de cultivo arroz cocido licuado
liguido, licuada con soluciones de lavado, presentd una alta concentracion de 6x10°
propagulos/ml. Este resultado se optimizé al licuar la biomasa fresca sin medio de cultivo
o sin soluciones de lavado alcanzando una concentracion de 5x10° propagulos/ml. Este
procedimiento permitié obtener un licuado homogéneo, sin exceso de humedad lo que

facilitd el proceso ulterior de secado.

En cuante a los liquidos de lavado el Tween B0 ai 0.1%, sustancia tensioactiva
detergente, actua disminuyendo la tensién superficial y ayuda a desprender los
propagulos del medio, por lo tanto, este tensioactivo fue escogido para experimentos
posteriores. Se pudo concluir al ensayar diferentes aceites para la separacion de la
biomasa que e! aceite no fue adecuado, pues por su alta densidad formd una pelicula
sobre el hongo adherido al grano, limitando el desprendimiento de las esporas y del
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micelio. Al comparar los resultados obtenidos mediante los diferentes procedimientos de
separacioén de propagulos del medio, se opté por el licuado de la biomasa pura (sin
liquidos de lavado, ni medio de cultivo), extraida de! medio de arroz cocido licuado
liquido, por su alto rendimiento, disminucién en el tiempo del procedimiento y reduccion
de etapas en la manipulacion de la biomasa, que evitan el dafio y riesgo de

contaminacion de! biocontrotador.

Preformulacion del entomopatégeno

La biomasa de V lecanii obtenida por extraccién manual y homogeneizada por licuado
fue recubierta con cada uno de los protectores de luz U.V. (CBUV 01 y CBUV 02). Para
tal fin, se seleccioné la mejor pasta de recubrimiento y la proporcién de la misma en el

producto final.

Se realizé una observacion cualitativa de las caracteristicas fisicas de las diferentes
proporciones evaluadas de protector de luz U.V. y agente gelificante. Se concluyd que a
mayor concentracion de agente gelificante las pastas presentarcn apariencia mas blanda
tendiendo a ser liquidas y a menor concentracion de agente gelificante fueron mas duras
y con aspecto granular. En cuanto a la adicién de los protectores de radiacion U.V. las
pastas fueron mas blandas cuando se agregd menor cantidad de éstos y mas duras

cuando se aumento la cantidad de protector (Tabla 3).

Las mezcias que contenian menor concentracién de agente gelificante y mayor cantidad
de protector U.V., fueron las pastas mas duras, con granulos toscos, gruesos, de dificil
disolucién y manejo; mientras que las mezclas que contenian mayor concentracion de
agente gelificante y menor cantidad de protector U.V. las pastas fueron blandas,

homogéneas, tendiendo a ser fluidas.
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TABLA 3. Consistencia de las pastas que contenian diferentes proporciones de protector

U.V. y de agente gelificante.

|
Adherente (2mi)

Protector 0.25% | 0.50% | 0.75 % 1.00 % 150% | 2.00%
2g pasiosa | pastosa | pastosa | pasiosa bianda liquida
39 pastosa | pastosa | pastosa pastosa pastosa blanda

|
49 dura | granuiar | granufar | granular granular | granular
5¢ dura | granular | granular | granular granular | granular
6g granular | granular | granular | granular granular | granular
dura dura | dura i

Se selecciond una mezcla de consistencia pastosa que se puede incorporar faciimente a
los propagulos del hongoe ofreciendo un buen recubrimiento. Teniendo en cuenta los
criterios de maleabilidad, consisiencia pastosa, homogeneidad y ausencia de granuios,

la pasta de proporcién 1:1, agente gelificante al 1.0% - protector U.V.

Seleccién de la relacion pasta-propagulos
La pasta seleccionada fue incorporada en diferentes cantidades a 10 g de biomasa
hiumeda del hongo. Esta mezcla homogeneizada, secada con estufa de corriente de aire

fue triturada manualmente.

A los polvos obtenidos, se les realizé una evaluacion microscopica, la cual permitio
concluir que la cantidad de pasta de recubrimiento necesaria por cada 10 ml de biomasa
himeda extraida fue de 1.8g para la pasta con protector CBUV 02 y de 2.0g para ia
pasta con protector CBUV 01. Ademas de la observacién microscopica, se tuvieron en
cuenta las caracteristicas de trituracién de ia preformulacién seca. Con el protector
CBUV 02 se obtuvo una preparacién mas facil de triturar y un tamario de particula mas
fino, mientras el producto con el protector CBUV 01 presenté mayor dificultad en la

trituracion y las particulas obtenidas fueron mas gruesas.
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Asi mismo, el protector CBUV 02 ofrecié un cubrimiento de los propagulos mayor debido
a su menor tamaiio de particula (0.3 pm) respecto al protector CBUV 01 (0,6 pm),
facilitando la adherencia y recubrimiento de los propagulos del biocontrolador.

Secado de los propéagulos recubiertos

De acuerdo a las pruebas de viabilidad realizadas antes y después dei proceso de
secado, se observé que la biomasa preformulada y secada en estufa con corriente de
aire a 25°C mostré una pérdida notable de viabilidad (Figura 4). E! recuento en placa de
Petri expresado como UFC/g. de la biomasa sin protectores antes de ser sometida al
procedimiento de secado fue 14x10’ y para la biomasa preformulada con los protectores
CBUV 01 y CBUV 02 el recuento en placa de Petri fue 27x10° UFC/g y 14x10” UFC/g
respectivamente. Después de secar los productos en estufa con corriente de aire a 25°C
durante 2 dias, se obtuvieron recuentos de 68x10°, 58x10° y 14x10° UFClg
respectivamente.

Durante ¢! tiempo de secado se pudo presentar lisis celular a causa de la entrada de
agua a las células, siendo este efecto mas notable en la preformulacién con CBUV 01
debido quizas al mayor tamafio de su particula y a que éste es un agente desinfectante
suave y astringente ligero que podria interferir en la viabilidad del entomopatogeno,
mientras que el CBUV 02 no tiene estas caracteristicas.

Como etapa previa al proceso de secado por medio de liofilizacion se realizaron ensayos
para determinar si un criopreservante como la leche le ofrecia proteccion a las esporas
durante la liofilizaciéon. La preparacién propagulos-pasta de recubrimiento presento la
menor pérdida de viabilidad después del proceso de liofilizaciéon ya que de un recuento
inicial en placa de Petri de 26x10° UFC/ml descendié a 15x10° UFC/m, no representando
una pérdida importante. En la mezcla pasta-leche-propagulos el recuento inicial
disminuy6 de 20x10° UFC/g a 91x10° UFC/q, y la preformulacién propagulos-leche mostré
un drastico descenso en la concentracién de propagulos después del proceso de
secado, pasando de 33x10° UFC/g a 39x10° UFC/g. En los dos ultimos casos, el
descenso en la viabilidad podria deberse a que la presencia de la leche,

(criopreservante) no produce la pérdida de la viabilidad si no que en la extraccién de
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Figura 4. Efecto de dos métodos de secado sobre la viabilidad
de Verticillium lecanii

humedad del preparado en el proceso de secado disminuye la concentracién de
propagulos/ml al quedar adheridos al producte preformulade componentes de la leche

que actiuan como diluyentes del principio activo.

Los resultados obtenidos en este ensayo, permitieron concluir que la mejor mezcla para
liofilizacion fue propagulos-pasta, ya que en ésta el biocontrolador conservé su viabilidad

alcanzando la concentracion requerida para la formulacién de un bioplaguicida.

En cuanto a la evaluacion de la liofilizacion como método de secado de acuerdo a los
recuentos en placa de Petri expresados como UFC/g de la biomasa preformulada y no
preformulada antes y después del proceso de liofilizacion, se observé que después de la
liofilizacién no se perdié viabilidad de V. lecanii ni en el control ni en los productos
preformulados. Se observd un ligero ascenso en la concentracion final del producto
debido a la pérdida de la humedad (Figura 4).
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Los resultados presentados permiten concluir que en el procedimiento de secado por
liofilizacién la viabilidad permanece estable, posiblemente debido a que la congelacion
previa puede activar mecanismos de latencia en el biocontrolador (Griffin, 1981), y el
proceso de extraccion de humedad rapido es menos nocivo para el entomopatdgeno,
mientras que el secado en estufa ademas de ser un proceso lento, es un método
bastante irregular en sus condiciones no pudiéndose asegurar la pérdida progresiva de
humedad. Asi mismo, la humedad presente en la pasta preformulada durante el tiempo
de secado en estufa con corriente de aire a 25°C, podria permitir la germinacion de las
esporas de V. lecanii, haciéndolas mas sensibles a la desecacion. Ademas al carecer la
espora germinada de las condiciones para su desarrolle, agota sus reservas energéticas

y muere.

Efecto de la luz ultravioleta sobre la viabilidad de las esporas desnudas y
preformuladas de Verticillium lecanii

Cuando la biomasa fue secada en estufa con corriente de aire a 25°C se observé que
tanto las esporas desnudas como fos productos preformulados mostraron un descenso
de la viabilidad en los primeros 30 minutos de exposicién a la luz UV (Figura 5). Sin
embargo, los productos preformulados con protectores de luz ultravioleta lograron
estabilidad durante el tiempo restante de exposicion. Es importante observar que la
preformulacién con el protector CBUV 02 presenté menor pérdida de la viabilidad, pues
pasd de 43x10" UFC/g a 59x10° UFC/g, respecto al CBUV 01 que de 67x10” UFCig
descendi6 a 32x10° UFC/g durante el tiempo de la prueba (Figura 5).

Cuando la biomasa se secd mediante liofilizacion, el control (propagulos desnudos)
presenté una drastica disminucién de la viabilidad en los primeros 30 minutos de
exposicion, la cual continué en forma menos radical durante los restantes 90 minutos.
La preformulacién con CBUV 02 mostrd total estabilidad durante las dos horas del
ensayo pues de 47x10° UFC/g descendi6 a 38x10° UFC/g, mientras que la
preformulacién con CBUV 01 presento un ligero descensc en la viabilidad, pasando de
20x10” UFC/g a 12x107 UFC/g a partir de los 60 minutos de exposicién (Figura 6).
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Los resuitados obtenidos permitieron comprobar que ambos protectores de luz UV
actuaron eficazmente evitando el efecto germicida de esta radiacién ya que éstos
absorben la luz UV sirviendo como filtros de esta radiacion, per tal razén son utilizados
en cosmetologia. Para ambos métodos de secadc se observé que el producto
preformulado con el protector CBUV 02 e confirid mayor estabilidad a los propagulos de
V. lecanii que el preformulado con el protector CBUV 01, esto podria deberse a que e!
tamafio de particula de este ultimo, es menor que la del CBUV 01 ofreciendo mayor
recubrimiento y proteccién al hongo. Por lo tanto, se selecciond el protector de radiacion
U.V. CBUV 02 como el mas adecuado para la preformulacién del producto secado tanto

en estufa con corriente de aire a 25°C como mediante liofilizacion.

Base autoemulsificable
Se disefi¢ una base autoemulsificable come portadora del producto. Esta permitié una
buena suspendibilidad y adherencia del producto, requisitos necesarios para garantizar

ia accion insecticida del biocontrolador.

En ensayos de preformulaciéon se evalué el efecto de diferentes aceites sobre V. lecanii
encontrando que el aceite vegetal de girasol no afect6 significativamente la viabilidad del
hongo, ademas los propagulos de éste mostraron mayor suspendibilidad en presencia de
dicho aceite, la cual fue evaluada por la velocidad de sedimentacién (mm a la hora),
donde el aceite de giraso! presenté la menor sedimentacién, de 14 mm a la hora, con
respecto a los demas aceites gue presentaron entre 21, 48 y 67 mm a la hora de

sedimentacién de producto preformulado (Tabla 4).
Como tensicactivos se definié que la mezcla adecuada debia contener 81% de Tween

80 y 19% Span 60 y que esta mezcla deberia representar el 10% del peso de la fase
oleosa para lograr un MLB de 13.
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TABLA 4. Evaluaciéon cuantitativa y cualitativa de los aceites ensayados en la base

autoemulsificable.

ACEITE UFC / M VELOCIDAD DE
SEDIMENTACION (mm/hora)
Girasol 32x10° 14
Maiz 30x10° 21
Ricino 25x10° 48
Mineral 23x10’ 67

La metilcelulosa en una proporcion de 1.25% fue un adecuado agente emulsificante,
aumentd la densidad del vehiculo y disminuyé la velocidad de sedimentacion del

producto al momento de la aplicacién.

Se determiné que cada gramo del polvo debia ser resuspendido en 5 mit de base
autoemulsificable, la cual contiene aceite vegetal de girasol, tensioactivos y agente
gelificante. Este aceite actUa como vehiculo adherente y protege al biocontrolador de la
pérdida de humedad; con los tensioactivos se forman la emulsién fase oleosa en el
liquido de aplicacion: El agente gelificante metilcelulosa al 1.25% en un proporcion 1:1
en relacion a la fase oleosa, ayuda a la suspendibilidad del producto en la base

autoemulsificable.

Ensayos de almacenamiento

Los productos obtenidos del secado, tanto en estufa como por liofilizacién fueron
sometidos a pruebas de almacenamiento durante dos meses a temperatura ambiente y a
9°C. La evaluacién se reaiizé mediante conteo en placa de Petride UFC/g a 0, 8, 15, 30,
45 y 60 dias.
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Los resultados obtenidos mostraron que tanto el producto secado a 25°C (Figuras 7-8)
como el sometido a liofilizacién (Figuras 9-10), fueron mas estables cuando se
almacenaron a 9°C que a temperatura ambiente, ya que de un recuento en placa de
Petri a 9°C a los O dias se obtuvo 36x10” UFC/g y a los 60 dias descendid a 16x10’
UFC/g, mientras que a temperatura ambiente partiendo del mismo recuento en placa de
Petri, a los 0 dias descendié hasta 34x10°® UFCI/g a los 60 dias. Esto podria deberse a
que a bajas temperaturas el hongo entra en estado de latencia (Griffin, 1981), mientras
que a temperatura ambiente el microorganismo es totalmente activo fisiolégicamente, las
esporas gemminan si encuentran condiciones adecuadas; pero al carecer de los
elementos nutritivos y ambientales necesarios se imposibilita el desarrollo con la

consecuente muerte del entomopatogeno.

Se observaron diferencias en las esporas desnudas liofiizadas conservadas a 9°C con
respecto a las secadas a 25°C, los primeros presentaron 48x10” UFC/g a los 0 dias ¥
42x10" UFC/g a los 80 dias, mientras que los segundos mostraron 68x1 0’ UFC/galos 0
dias y 82x10° UFC/g a los 60 dias. Las preformulaciones con los protectores de luz
ultravioleta mostraron total estabilidad a 9°C, notandose una pequeria diferencia en el
secado a 25°C donde la preformulacién con CBUV 01 descendio ligeramente.

Tanto los controles como los productos preformulados almacenados a temperatura
ambiente mostraron un drastico y progresivo descenso en la viabiidad del
entomopatégeno. Los preformulados con protector CBUV 02 sufrieron menor
disminucién en la viabilidad del hongo, mientras los preformulados con CBUV 01

manifestaron menor tolerancia a las condiciones de almacenamiento.
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Figuras 7-8. Efecto de las condiciones y tiempo de almacenamiento
sobre la viabilidad de Verticillium lecanii en los productos

secados a 25°C
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Figuras 9-10Efecto de las condiciones de almacenamiento y tiempo
sobre la viabilidad deVerticillium lecanii de los productos

secados mediante liofilizacion

Conclusiones
El arroz cocido licuado liquido fue el medio de cultivo que le proporcioné a Verticillium

lecanii los requerimientos necesarios para su crecimiento y esporulacion, ademas, por su
facil manejo, preparacion y bajo costo fue escogido para realizar la produccién masiva

semiindustrial necesaria para las aplicaciones en campo.

El licuado de la biomasa separada manualmente, fue el procedimiento mas adecuado
para la obtencién del principio activo de Verticillium lecanii, facilitando los ulteriores

procesos de preformulacién.
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El protector de luz ultravioleta CBUV 02 consiguié una mejor proteccion del principio
activo frente a los efectos nocivos de ésta radiacion, por que su tamafio de particula de
0.3u es mas pequefio que la del protector CBUV 01(0.6u), permitiendo un mejor
recubrimiento de la superficie de los propagulos, teniéndose en cuenta el protector

CBUV 02 para la preformulacién del producto.

La liofilizacién mostrd ser el mejor método de secado para la biomasa preformulada, ya
que ocasiond la menor pérdida de la viabilidad y sus caracteristicas fisicas permiten un

mejor manejo en ias aplicaciones de campo.

El producto final fue un poivo disefiado para reconstituirse en una base autoemulsificable
que contenia aceite vegetal de girasol, Tween 80 Span 80 y metilceluiosa. Esta
suspension se llevo a volumen final de aplicacién con agua y se asperj6 con bombas

convencionales.

El producto preformulado con base en Verticillium lecanii mostrd mayor estabilidad en
almacenamiento a 9°C que a temperatura ambiente durante el tiempo del ensayo, ya que

a temperatura de refrigeracion se activan mecanismos de latencia del hongo.

Recomendaciones

Realizar estudios para evaluar la actividad insecticida de las 32 cepas nativas restantes
del banco de cepas del laboratorio de Control Bioldgico de CORPOICA, para hallar una
cepa mas promisoria en el control de la mosca blanca de los invernaderos en

condiciones de invernadero y campo.

Continuar con los estudios de formulacion del producto preformulado con base en V.
lecanii orientado a proteger el hongo de otras condiciones medicambientales adversas, y

continuar con los estudios de almacenamiento.

implementar las técnicas seleccionadas en la produccién masiva y preformulacion de V.
lecanii para lograr mayor esporuiacién y rendimiento viable desde los puntos de vista

tecnoldgicos y €conomicos.
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Realizar una produccién industrial del producto para su evaluacién en condiciones

comerciales de cultive.

Determinar la persistencia e inocuidad de Verticillium lecanii en el medio ambiente y su

posibie efecto frente a organismos no huésped.
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