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Resurren

Se aisfaron 41 cepas nativas de Veúicillium lecanii (Zimm.) Viegas (Deuteromycete:

Mon¡fiafes) a partir de adultos de la mosca blanca de los invemaderos Trialeurodes

vaporaiorum (Westwood) (Homoptera: Aleyrodidae) visiblemente parasitadas por el

hongo en cultivos de fríjol de la región del Sumapaz. En pruebas biológicas de

invernadero se evaluaron algunas cepas por su activ¡dad insecticida y se seleccionó una

como promisoria para el control de la mosca blanca. Con el ob¡eto de evaluar esta cepa

a nivel de campo. En un trabajo paralelo se ensayaron para la producción masiva

diferentes med¡os de cultivo con base en sustratos naturales, obteniendo los mejores

rendim¡entos y productividad (54 x 107 UFC / ml), en el medio de cultivo con base en

anoz cocido licuado líquido ¡ncubado a 25'C durante 12 días en condiciones de luz

constante. Con el propósito de darle estabitidad al hongo frente a condiciones advereas,

la biomasa obtenida en este med¡o de cult¡vo se mezcló con los protectores de luz

ultravioleta CBUV 01 y CBW 02, , estas mezclas fueron sometidas a dos procesos de

secado; en estufa con coniente de aire a 25C y med¡ante liofilizac¡ón para

posteriormente obtener un polvo. Para su apl¡cac¡ón en campo el polvo preformulado

fue diseñado para reconstituirse en una base autoemulsificable que contenía Une mezcla

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

y le proporciona protección y adherencia, para finalmente llevarlo al volumen de

aplicación. Se demostró que los dos protectores de luz ultravioleta le br¡ndaron
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protección al hongo. Sin embargo el protector CBUV 02 fue el que le confirió la mayor

protección cuando la biomasa preformulada fue secada mediante liofilización.

Materiales y ltlétodos

Abfemiento y conservación de Veñic¡llium lecanii

El aisfamiento de 41 cepas de V. lecanii se hizo a part¡r de 59 muestras de adultos de

mosca blanca en cultivos de frijol y habichuela proven¡entes de c¡nco munic¡pios de la

región del Sumapaz (Silvania, Pasca, Fusagasugá, Arbelaez y San Bernardo). Las

muestres colectadas presentaban síntomas claros de parasitismo por hongos

entomopatógenos.

Los ¡nsectos colectados, fueron ubicados en cámaras húmedas, constitu¡das por una

caja de Petri de 5 cm de d¡ámetro que tenía en la base un papel filtro humedecido con

agua destilada estéril. Sobre el papel se colocaron los insectos que estaban

presum¡blemente contaminados con hongos entomopatógenos. Las cajas de Petri se

colocaron en una cubeta plástica. Las cubetas fueron tapadas e ¡ncubadas a 25oC en

cond¡ciones de oscuridad constante.

Después de 5 y 6 días de incubación el hongo fue aislado en medio de cultivo agar agua,

e incubado por 4 ó 5 días a 250C. Después de realizar la identificac¡ón m¡croscóp¡ca del

hongo, éste fue repicado en medio PDA (papa-dextrosa-agar), el cual se incubó durante

8 días a 25oC en oscuridad. Los a¡slam¡entos purificados fueron codificados como cepas

Vf seguida def número consecutivo corespondiente al aislamiento de V- lecanii y

conservadas en el banco de cepas del programa de Manejo integrado de plagas (MlP),

en tubos de medio PDA, crecido bajo las condiciones descritas antedormente y en suelo

esiéril. La conservación de las cepas en suelo, se hizo a part¡r de una suspensión

concentrada de esporas en agua destilada estér¡l obtenida de cultivos crecidos en PDA.

250 ¡r.l de la suspensión se inocularon en 0.5 g de suelo tamizado y esterilizado,

contenido en ampolletas de vidrio con capacidad de 2 ml; luego tueron selladas

herméticamente al vacío. Las cepas así conservadas fue¡on mantenidas a 9oC. Para
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reconstituir las cepas a partir de suelo, se depositaron algunas partículas sobre una ca¡a

de PDA, la cual fue ¡ncubada a 25oC durante 8 días.

Las cepas aisladas fueron evaluadas tanto en invernadero como en campo en un trabajo

realizado por García (1996), evaluando su actividad insecticida contra la mosca blanca

de fos invernaderos T- vaporañorum.

Para reactivar las cepas de V. lecanii en el insecto plaga, se tomaron 15 adultos de la

mosca blanca, las cuales fueron introducidos en cámaras húmedas, en las que

previamente se había introducido un trozo de medio de PDA con crecirniento del hongo

esporulado. Una vez se observó desarrollo de micelio sobre los insectos se real¡zó el

aislamiento del hongo en medio PDA.

Evaluación de diferenteE medios de cultivo para el a¡slam¡ento de V. l*anii

Con el propósito de buscar un medio de cultivo adecuado para el aislamiento del hongo

bajo condiciones de laboratorio se ensayaron los siguientes medios semisintéticos: agar

agua, agar papa dedrosa (PDA), agar Saboureaud, agar Saboureaud Rosa de Bengala,

agar Rosa de Bengala, agar suelo y agar avena. Los ensayos fueron realizados con la

cepa VLl6 aistada de adultos de mosca blanca proven¡entes de un cultivo de habichuela

de la región de Sumapaz, seleccionada por su capacidad para producir micel¡o y

esoorulación abundante. Los med¡os sem¡sintéticos contenidos en cajas de Petri de

g.Ocm de diámetro se inocularon en superficie con 0.1 ml de una suspensión de

propágulos de V. lecani¡ que contenía una concentraciÓn de 5x106 propágulos/ml

homogenizando el inóculo por medio de un rastrillo de vidrio. Las cajas de Petri fueron

incubadas a 25oC durante l5 días en condiciones de oscuridad constante-

Cada medio de cultivo se sembró en tres cajas Petri. Se evaluó el tipo de crecim¡ento y

desairollo en el tiempo ten¡endo en cuenta las características macroscópicas de las

colonias (crecimiento m¡celial y esporulaciÓn).
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Medios naturales

Se evaluaron diferentes medios de cultivo con base en sustratos naturales Dara buscsr el

medio de producción masiva del entomopatógeno de mayor rendimiento, productividad,

facilidad de manejo y bajo costo. Los med¡os ensayados tuvieron sustftttos con base en
papa, zanahoria, papa-zanahoria, früol, cebada, salvado, avena y anoz. A este últ¡mo se

le efectuaron modif¡cac¡ones en su cons¡stencia. Se utilizaron diferentes cantidades de

cada uno de los sustratos, buscando que el medio de cultivo ocupaÉ un área de

crecimiento semejante donde el hongo pudiera desarrollarse.

Los medios de cultivo contenidos en Erlenmeyér de 500 ml fueron inoculados con 2 ml

de una suspensión del hongo a una concentración de 5x106 propágulos/ml. Se
incubaron a 25oC en oscuridad constante durante 15 días. Al cabo de éste tiempo, con

ef objeto de evafuar fa productividad de los medios, se realízó un recuento en placa de

Petri de unidades formadoras de colonia por milil¡tro (UFC/ml). Se realizaron tres

repetic¡ones, se halló la desviación estándar de las mismas y este valor fue adicionado y

substraído al promedio respectiyamente, obteniendo un rango al rededor de la media.

Para la evaluación de la product¡v¡dad de estos med¡os de cultivo se adicionó a cada

erlenmeyer 200 ml de soluc¡ón de Tween 80 al 0.1% estéril y se agitó vigorosamente

du¡ante un minuto. De la suspensión resultante se h¡cieron d¡luciones seriadas desde 10-
' hasta 104, de esta última dilución 100p1 fueron sembrados sobre la superficie del medio

de cultivo Saboureaud Rosa de Bengala, d¡stribuyendo homogéneamente el inoculo con

ayuda de una varilla de Huckey. Después de una incubación de tres días a 25"C se

realizó el conteo en Dlaca de Petr¡.

Para el medio de cultivo con base en anoz se realizaron cuatro var¡aciones en su

consísfencia fas cuales fueron: anoz crudo licuado sólido, anoz crudo licuado sem¡sólido,

anoz crudo licuado líquido y aroz cocido licuado líquido. Para los tres primeros medios

se pesaron 1009 de anoz y se l¡cuaron en 200, 850 y 1.2O0 ml. de agua destilada

respectivamente. Para el medio de anoz cocido l¡cuado se coc¡naron 1009 de afroz en

200 ml de agua y posteriormente se licuaron en 1800m1 de agua destilada. Se realizaron
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tres reDetic¡ones de cada modificación en la consistencia del medio de cultivo con base

en anoz y una replica en el tiempo.

Estos med¡os de cultivo fueron servidos en cajas de Petri de 14 cm de diámetro e

inoculados con 2 ml de una suspensión del hongo en concentración de 5x10e

propágulos/ml. Se incubaron a 25oC en condiciones de oscuridad constante durante 15

días, al cabo de los cualeE se obtuvieron las colonias formadas por raspado (en medios

sólidos) o extracc¡én (medios líquidos) de las colonias formadas sobre la superficie del

med¡o para realizar el recuento en placa de Petri de UFC/ml.

Evaluación de las condiciones de incubación para la producción mas¡va de

Veücillium lecanii

Utilizando el medio de cultivo con base en arroz cocido licrrado liquido y la metodología

de inoculación descrita anteriormente se realizaron estudios con el fin de evaluar el

efecto que sobre el rendimiento en la producción del hongo ofrecían cuatro diferentes

condiciones de ¡ncubación. Estas fueron:

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

-Agitación a 1 00 r. p.m. en oscuridad.
-Sin agitación en presencia de luz.

-Sin ag¡tación en oscuridad.

Se realizaron tres repeticiones y tres replicas en el tiempo. Todos los tratam¡entos fueron

incubados a 25oC durante 12 días. Al cabo de este tiempo, la b¡omasa obtenida se

suspendió en 30 ml de Tween 80 al 0.1% y se homogene¡zó en vortex durante 1 minuto.

De esta suspensión se hicieron diluciones seriedas para realizar el procedimiento de

siembra en placa de Petri siguiendo los procedim¡entos descritos anteriormente. Se halló

la desviación estándar de las repeticiones y este valor fue adicionado y substraído al

promed¡o respectivamente, obteniendo un rango al rededor de la media. El promedio de

crec¡miento del hongo en las tres repeticiones se expresó, como unidades formadoras de

colonias por m¡lilitro (UFC/ml).
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Estandarización de la producción masiva de Veñicillium lecanii

pafa fa producción masiva de v. lecaniise utilizó la cepa Vl 26 la cual fue seleccionada

porGarcía(1996),porsualtaactividadinsecticidacont¡aTrialeurcdesvaporariorum

(Westwood), bajo condiciones de invemadero'

Previa a la siembra de esta cepa para su producción masiva se realizó una reac{ivación

en el inEecto. posteriormente los insectos ¡nfectádos por el hongo fueron introducidos en

cajas de Petri con medio de PDA. Estas ca¡as se incubaron durante 10 días a 25oC Del

cultivo crecido se realizó un raspado para hacer una suspensión de propágulos, la cual

fue ajustada a una concentración de 5x106 propágulos/ml De esta suspensión se

ut i | i za ron2m|paf t inocu |arenbande jasdea lumin io ,de lSx24x4cm.con200m|de |

medio de cultivo con base en arroz coc¡do licuado liquido. Los recipientes se cubrieron

condob lecapadepe| ícu |adepo| iv in i |oyse¡ncubarona2soCencond¡c ionesde|uz

constante durante 12 días.

fttodos de seParación

Cone| f indeseparar |ab iomasade|hongode|osmediosdecuh ivoprese |ecc ionados

porsua | to rend imien tosepfobaroncuat roproced imien tosdeseparac ión : |avadocon

ag¡tación manual; lavado con agitación mecánica; homogenización; y licuado'

para evaluar la eficiencia de los métodos de separación, al producto obten¡do por cada

unodeestosmétodosse le rea | izó fecuentodepropágu los l rn i l i | i t roencámarade

Neubauer-

Preformulación de la b¡omasa del hongo

Se diseñó como forma de presentac¡ón del producto un polvo mojable el cual estaba

conformado por la biomasa del hongo recubierta con un protector de luz ultravioleta Este

polvo debía ser suspendido en un portador que constara de una base oleosa'

tensioact¡vos, y agentes gelificantes. La emulsión resultante debía ser diluida en agua

para su aplicación en campo.
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Para el recubrimiento de la biomasa de Ve¡ticillium lecani¡ se utilizaron dos protectores

de luz ultráv¡oleta (CBUV 01 y CBUV 02), los cuales fueron aplicados a la biomasa como

una paste que contenía una mezcla del protector de luz ultravioleta y un adherente. Se

realizaron mezclas de cada uno de los protec{ores de luz ultravioleta con gl agente

gelificante. El procedimiento se real¡zó lomando 2 mL del adherente preparado a

diferentes concentraciones, 0.25o/o, 0.50/0, 0.750/0, 1.00%, I .50% y 2.000/0. Cada

concentración, se mezcló con 2, 3, 4, 5 y 6 gramos del protector de luz ultravioleta y se

seleccionó la pasta, teniendo en cuenta características físicas de maleabilidad y

cons¡stenc¡a (Tabla 1 ).

TABLA l. Ensayo de diferentes proporc¡ones adherente-protector de radiación U.V. en la

eláboración de la pasta de recubr¡miento.

Sefecc¡ón de la ¡e!¡ción pasta-propágulos.

Este ensayo buscó seleccionar la relac¡ón pasta-propág ulos que ofreciera el mejor

recubrimiento del hongo, buscando el mayor porcentaje de propágulos cubieños o

parcialmente cubiertos, ten¡endo en cuenta que no se p¡esentara un excéso de

partículas del protector de luz ultravioleta sin adherirse a los propágulos del hongo.

Para estos ensayos se tomaron 10 ml de biomasa húrneda y se mezclaron en cajas de

Pefrí de scm de díámetro con 0.5, 0.8, 1.O, 1.3, 1.5, 1.8, 2.O,2.5, 3.0,4.0, 5.0, 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 25o C durante 2 días y posteriormente se pulverizaron manualmente

en moftero.

Mediante observaciones microscópicas se determinó la mejor proporción pasta-

propágulos observando el porcentaje de propágulos cubiertos, parcialmente cubiertos y

desnudos. Este dato fue obtenido después de contar 100 propágulos en varios campos

m¡croscópicos.

Producción masiva y formulación de V, lecanii

Con el propósito de obtener sufic¡ente producto para su apl¡cación en campo se realizó

un pequeño escalamiento de la cepa Vl 26 la cual fue formulada con el protector solar.

Para este fin se sembraron semanalmente 70 bandejas durante doce días en

condiciones de luz constante. Por cada bandeja que contenía medio de anoz cocido

ficuado líquido en la que había crecido V. lecanii se extrajeron 30 ml de biomasa. A esta

biomasa se le adicionó 5.4 g de pasta que contenla el protector CBUV 01 y 6.0 g de
pasta que contenía CBUV 02. Cada protector de radiación UV fue tratado como una

preformulación diferente, adicionándolo por separado a la b¡omasa extraída.

Esta mezcla fue licuada durante un m¡nuto, y posteriormente se extendió 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

s€cado:

Flujo de aire continuo a 25oC. El hongo preformulado se secó en estufa con coniente de

aire continua a 25oC durante 2 días. Una vez seca la biomase preformulada, se procedió

a la trituración manual en mortero hasta obtener un tamaño de partícula pequeño, el cual

se pasó a través de un tamiz de tela. Se evaluó la viab¡lidad del hongo antes y después

del proc€so de secado mediante la técn¡ca de recuento en placa de Petri de UFC/g.

Liofilización. l-a liofilizac¡ón se utilizó como método de secado rápido, obteniéndose

igualmente un polvo mojable. Para proteger al pr¡ncip¡o activo de las condiciones de
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l¡ofilización se evaluaron en mezcla con propágulos los siguientes exc¡pientes: Leche,
pasta de recubrim¡ento selecc¡onada en procesos anter¡ores y mezcla leche pasta. Se

colocaron 2 ml de cada una de las mezclas en viales de v¡drio de 10 ml de caoacidad. Se

evaluó la viabilidad del hongo antes y después del proceso de liofilización 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 lá

técnica de liofilización, se procedió a utilizar esta metodología para la obtención del
producto para evaluación en campo. Para estos ensayos se utilizaron viales de 40ml de

capacidad, se s¡rv¡ó 1/3 del vial, 40 ml o 12ml respectivamente, con la biomasa húmeoa
preformulada a una concentración de 1x10E propágulos/ml. Se congelaron a -7OoC

durante una hora, posteriomente se liofilizaron durante 27 horas para lograr la perfecta

deshidratación del Droducto.

Elaboación de la base autoemulsificable

Para resuspender el producto se d¡señó una base autoemulsificable const¡tuida por

aceite, tensioactivos y gelificantes. Se ensayaron los siguientes aceites: girasol, maí2,

r¡cino y mineral. También se tuvo en cuenta en la selécc¡ón de la proporción de aceite-
preformulado característ¡cas cualitativas de suspendibilidad y velocidad de

sedimentac¡ón-

Se realizaron cálculos del balance hidrófilolipófilo para hallar la cantidad de

tensioactivos necesarios para obtener una completa miscibilidad entre el aceite

seleccionado y el agua. Se empleó una mezcla de los tensioact¡vos Tween 80 y Span
60, ut¡lizando por cada ml de aceite 82.o/o y 19o/o de los tensioactivos respectivamente.

Los agentes gel¡f¡cantes ensayados fueron goma arábiga, canagenan, gelat¡na y

met¡lcelulosa en diferentes concentraciones, para dar al producto reconstituido, una

mayor suspendibilidad al momento de la apl¡cación en campo (Tabla 2).
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TIBLA 2. Ensayo de diferentes concentraciones con los gelificantes evaluados.

Gelatina

Canagenan

Goma arábiga

Metil celulosa

1 .00  %

0.50 %

100%

1.00 %

'l .30 0/o

0.80 o/o

1 .20 o/o

1 .25 o/o

1.50 7o

1 .00 o/o.

1 .50  %

1 .3O o/o

Una vez constitu¡da la base autoemulsificable, se realízaron ensayos para hallar la

relación def volumen de la base a utilizar por gramo de producto ensayando 1, 2, 3, 4, 5,

6, 7, 8, I y 1Oml de la base autoemulsificable.

Evaluación del efecto de la radiación ult¡avioleta sob¡e loe productos

preformulados

Con ef fin de evaluar el efecto de la luz U.V. sobre la-viabilidad de Ve¡ticillium lecanii en

las preformulac¡ones obtenidas con cada uno de los dos protectores solares, se real¡zó

un ensayo gue consistió en exponer 3 muestras de 1g cada una del polvo mojable de

cada preformulac¡ón (b¡omasa seca recub¡erta con protector de radiación U.V.) y un

control que cons¡st¡ó en la biomasa seca no recubierta (3 mueshas de t g), extendido

sobre fa base de una caja de Petri descubierta de scm de diámetro, durante 0, 30, 60 y

120 minutos a una lámpara de luz ultravioleta que emite una longitud de onda de 253.7

nm, Por cada ensayo se real¡zaron tres repeticiones, Se evaluaron tanto productos

secados por liofilización como aquellos secados con coriente de ai¡e. La viab¡l¡dad de

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

Pruebas De Almacenamiento

Se reafizaron pruebas de almacenamiento de V. lecanii en forma de propágulos secos y

propágulos recub¡ertos con cada uno de los protectores de radiación ultravioleta. Para

este f¡n se almacenó en viales de vidrio 1g de cada uno de los productos a temperatura
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ambiente (18'C) y a goC en cuarto frío. Se evaluó la viabilidad del hongo por medio de

recuentos en placa de Petri de UFC/g a los 0, 8, 15, 30' 45 y 60 dí8s de el ensayo,

realizando 3 repetic¡ones por periodo de almacenamiento'

Resultados y Discusión

Conformación de un banco de cepas de Veücillium lecanil (Zimml Viegas.

Se contribuyó significativamente a la conformación 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 Fusagasugá, SiMania, Pasca'

Arbelaez y San Bemardo. Este banco, se encuentla en el laboratorio de Control

Biológico del Programa de Manejo lntegrado de Plagas en el centro de ¡nvestigaciones

"T¡baitatá" de CORPOICA.

Selección de un med¡o de cult¡vo para el mantenim¡ento de V' lecanli en laboratorio

De los medios semisintéticos evaluados, se seleccionaron los med¡os agar papa

dextrosa (PDA) para realizar las pruebas en laboratorio de reactivación de cepas,

siembra del ¡nóculo y producción masiva; y el medio agar Saboureaud Rosa de Bengala

para real¡zar los recuentos en placa de Petri de UFC.

El desarroflo m¡celial y la esporulación de V. lecanii en el medio PDA fue abundante con

colonias grandes y redondeadas, más elevadas que en los anteriores medios, de bordes

irregulares, aterciopeladas, compactas, con crecimiento homogéneo sobre la superficie

del med¡o. El recuento presentado fue de 54x104 UFCiml.

En agar Saboureaud Rosa de Bengala, V. Iecanii presentó colonias diferenc¡adas,

puntuales, redondas, de bordes uniformes, elevadas, aterc¡opeladas, tamaño mediano y

uniforme, con abundante crecimiento micelial y un recuento de 46x104 UFC/ml. El

crecimiento puntual de micelio se debe al efecto inhibitor¡o del colorante Rosa de

Bengala, el cual actúa como agente fungistático. Este colorante tiene además

propiedades bacter.icidas út¡les para ev¡tar contaminación bacterial. Por las

características de crecimienio que el hongo presentó, se seleccionó este medio para

realizar los recuentos en placa de Petri de UFC.
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Selección de medios de cuhivo para la producción masiva de V. lecanii

En ef medio de salvado V. lecanii presentó un pobre crecimiento micelial de 50x104

UFC/g, Ias colonias fueron pequeñas y aisladas sobre la superficie, alcanzando sólo a

cubrir un 5% de la suoerficie total del medio de cultivo.

En el medio de cultivo de avena, el entomopatógeno creció sobre la superf¡cie fo¡mando

una biomasa compacta gruesa de apariencia aterciopelada y uniforme. El recuento en

placa de Petri fue 40x105 UFC/g (Figura 1). Aunque éste es un medio rico en sustancias

nutr¡tivas, que proporciona gran cantidad de hidratos de carbono, proteinas y v¡taminas,

la forma en gue se presentó (hojuelas humectadas), tal vez no fue la adecuada pare la

utilización y absorción de los nutrientes por parte del hongo.

En el medio de papa el crecimiento de

poco uniforme, con colonias ¡ndefin¡das,

UFC/g (Figura 1). Este sustrato cuenta

carbono que no brindan al hongo la

nufícionafes.

V. lecanii fue escaso desde los primeros días,

con un recuento en placa de Petri de 48x10s

con una proporción moderada de hidratos de

suficiente cantidad para sus requerimientos

En ef med¡o de papa-zanahoría el crec¡miento de V. Iecanii fue moderado, poco

unjforme, con colonias aterciopeladas- El mayor desarrollo se observó sobre la zanahoria

y al igual que en el medio anterior, la papa mostró escaso crecimiento. Este medio

mostró un conteo en placa de Petri de 62 x105 UFC/g (Figura 'l).

El desanoffo de V. lecanii en el medio de fri¡ol fue uniforme y abundante en los primeros

días, con colonias aterc¡opelades que recubrían el grano. Se obtuvo un conteo en placa

de Petri de9lx't0sUFC/g. El crecimiento abundante de V. Iecanii en el medio de frijol se

debe al gran contenido nutrítivo de este sustrato, ya que más def 50olo de su composición
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Figura I . Evaluación de dife¡entes med¡os de cultivo para la
producción maeiva Verticillium lecanii

son hidratos de carbono, 21% de proteínas, que proporcionan una excelente fuente de

nitrógeno, además posee una gran cantidad minerales. Su conten¡do de vitaminas es

muy limitado, lo cual pudo incidir sobre el desanollo del hongo (Gr¡ffin, 1981).

Ef micelio de V. lecanii en el medio de zanahor¡a se presentó de manera uniforme, con

colon¡as blancas, aterciopeladas, extendidas sobre la superficie de los trozos de

zanahoria. Este sustrato es pobre en elementos nutritivos tales como proteínas,

m¡nerales y contiene una baja proporción de hidratos de carbono. Cabe anotar que la

zanahoria tiene una alta cantidad de vitam¡na A, pero ésta no ha sido reportada como

necesaria en los requerim¡entos esenciales para el crecimiento de los hongos.

En el momento de la separación del hongo por agitación manual, éste se mezcló con el

medio, lo que d¡ficultó el proceso. Así mismo, el producto final disminuyó su calidad,

debido a la cantidad de medio incorporado en é1. El recuento en placa de Petri obtenido

fue 10x10c UFC/g (Figura 1).
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En el medio de cultivo con base en cebada se observó un crecimiento de V. Iecanii

abundante, uniforme, con colonias pequeñas, aisladas y puntifonres que cubrieron

progresivamente el grano, con un buen desarrollo. Este medio al igual que los anteriores

presentó inconvenientés en el momento de la separación ya que el micelio después de la

agitación quedó adherido firmemente al sustrato, siendo rescatado en el lavado sólo una

parte de la biomasa producida. El conteo en placa de Petr¡ fue 58 x106 UFc/g (Figura 1)

En el medio de arroz el crecimiento del entomopatógeno fue homogéneo, con colonias

aterciopéladas que lentamente cubrían la superficie del grano, y un abundante desanollo

de mic€l¡o. En el oroceso de seoaración de la biomasa se observó que el micelio

penetró el sustrato. En el momento de la separación, $e produjo una pérdida de la

mayor paúe del principio activo al quedar este incorporado al medio de cultivo; además,

el grano absorbió gran cant¡dad de solución de lavado dificultando el proceso. En este

medio se obtuvo el mayor recuento en placa de Petri, l3 x107 UFC/g (Figura 1 ).

El sustrato de arroz fue seleccionado para realÉar la producción mas¡va, ya que el

recuento en placa de Petr¡ de 13x107 UFC/ml. expresó los mayores rendim¡entos y

productividad (Figura 1). Debido a que el grano está conformado en una alta cantidad de

almidón que proporciona una rica fuente de carbono 80%, cantidad superior a la ofrecida

por los demás medios de cultivo ensayados, elemento principal para el desarrollo de los

hongos. El contenido de carbono es d¡rectamente ptoporcional a la duración de la fase

de crecimiento exponencial del hongo y su agotamiento determina la inic¡ación de la fase

de decadencia (Griffin, 1981). La fuente de nitrógeno es obtenida de los aminoácidos

presentes en el contenido proteico del aroz equivalente al 9% e igualmente este sustrato

brinda otros elementos nutritivos como magnesio, fósforo, azufre, potasio, calcio y otros

iones, además de vitaminas del complejo B como riboflav¡na y tiamina y la vitamina

niacina que influyen en el crecimiento del hongo. Además de su contenido nutric¡onal,

este medio fue escogido por su facilidad de adquisíción, manejo y menor costo para la

producción mas¡va del entomopatógeno.

Sin embargo el proceso de separación del componente activo del entomopatógeno

(propágulos) se dificultó porque el micelio penetró el grano de anoz quedando
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firmemente adherido al sustrato. Para superar e6te ¡nconveniente se efectuaron

variaciones en la consistencia del med¡o, pera aumentar la productividad del hongo; para

lo cual se ensayaron cuatro medios de cultivo licuados con diferentes grados de

humedad: medio de arroz sólido, semisólido, líquido y arroz cocido líquido.

Los med¡os de anoz licuado sólido y semisólido presentaron un pobre crecimiento

micelial, poco uniforme, con colonias a¡sladas y difíciles de separar. No se real¡zó conteo

en placa de Petr¡, por la dificultad en la manipulación de las escasas colonias formadas.

El medio de arroz crudo licuado liquido no fue homogéneo durante la incubación, ya que

V. lecanii desarrclló colonias de crecimlento aislado v escaso.

El med¡o de afioz cocido licuado líquido fue más homogéneo en consistencia en relación

con fos antedores medios. V. lecanii en este med¡o pfesentó un crecimiento abundante,

rápido y uniforme, cubrió completamente la superficie, obteniendo una biomasa de

m¡celio abundante, aterc¡opelada y de fác¡l separación del sustrato. En el recuento en
placa de Petri se mostró un rendimiento de 3x1OB UFCiml (Figura 2). Esta concentrac¡ón

superó la lograda en el med¡o de anoz sólido en grano; debido probablemente a que en

el medio liquido se recupera la total¡dad de la biomasa del hongo, mientras que €n el

medio sólido se observó una pérdida al quedaf le biomasa adherida al susfrato. De otra
parte, en un medio de consistencia acuosa los nutrientes están fácilmente disponibles
para su utilizac¡ón, mientras que en los medios sólidos se requiere mayor activ¡dad

metabólica para obtener los elementos nutritivos.

Las características de crecimiento de y. lecanii sobre el medio de anoz coc¡do licuado

líquido fueron las que se iomaron en cuenta en la selección de éste para la producción

masiva del entomopatógeno. Además de ser un med¡o de senc¡lfa preparación y manejo,

facilita la separación de la biomasa (micelio y esporas) y reúne las características

registradas en la literatura de humedad relativa necesaria para el óptimo desarrollo del

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

Una vez elegido el medio de producción masiva, se evaluaron cuatro condiciones de

incubación para optimizar la producción de V- lecanii en el medio de anoz cocido licuado

lígu¡do. En los medios sometidos a agitación constante a 100 r.p.m. se observó que el

movimiento compacta el hongo sobre si mismo desarrollando colon¡as esféricas, aisladas

y suspendidas en la totalidad del medio de cultivo. Los ensayos sometidos a agitación

presentaron un menor desanollo del hongo con un recuento en placa de Petri de 38 x106

UFC/ml, mientras que en los medios incubados en condiciones estáticas se obtuvo un

mayor recuento en placa de Petri de 39x107 UFC/ml, estos resultados se deben a que en

condiciones de agitac¡ón en fermentación sumergida las colonias formadas no presentan

esporulación (Cotes, 1997), ya que no se encuentran disponibles las condiciones de luz

y aerobiosis requeridas para el óptimo desarrollo del entomopatógeno (Figura 3).

En cuanto a los medios de cultivo incubados en presencia o ausenc¡a de luz, el hongo no

presentó d¡ferencias importantes en su desarrollo, aunque hubo una tendencia a una

mayor productividad en presencia de luz constante, con recuentos en placa de Peki de
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FIGURA 3. Efecto de las condic¡ones de incubación sobreel
c¡ecimlento de Veñicillium Íecanii

29 x107 UFC/ml en presencia de luz constante y de 15x107 UFC/ml en oscuridad

constante (Figura 3).

Esto se debe a que la luz incide directamente sobre el crec¡m¡ento del hongo, y produce

un incremento en las tasas de crecimiento específico del cultivo, pero no

necesariamente sobre la esporulación (Griffin, 1981).

Se seleccionaron como condiciones óptimas de incubación a 25oC para la producción

masiva, la presencia de luz constante, s¡n agitación. Bajo estas condic¡ones el hongo

presentó la mayor productividad, al compararlo con las obtenidas bajo las restantes

condiciones estudiadas.

Selección del método separación de la biomasa

En el medio de aÍoz sólido crudo en grano, Ia separación de la biomasa del hongo,

mediante lavado con ag¡tac¡ón manual en vofex y la homogeneización fueron los
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procedimientos menos eficientes deb¡do a que el micelio del hongo penetra el grano y no

se desprende fác¡lmente del sustrato; por lo tanto, el líquido rescatado presenta una

escasa concentración de 56x103 propágulos/ml. En este m¡smo medio de cultivo el

licuado resultó un proceso poco práctico porque el producto final quedó mezclado con

una gran cantidad de sustrato, impidiendo la determinación microscópica de la

conc€ntrac¡ón de propágulos/ml en cámara de Neubauer.

Al observar la poca eficiencia de los métodos empleados y la dificultad para separar los

propágulos del hongo del grano de arroz, se seleccionó el medio de aroz coc¡do licuado

líquido en el cual se ensayaron los mismos procedim¡entos de separación.

En el medio de anoz cocido licuado líquido la separación de la biomasa por agitación

manual, agitación en vortex y homogeneización fueron procesos en los que se

desprendió una cantidad considerable de propágulos, de 4x107 propágulos/ml en los dos

primeros y, 2x108 propágulos,iml. en el último procedimiento. Sin embargo, la gran

cantidad de líquido que queda adherido a la biomasa d¡ficultó el proceso posterior de

secado.

Para ef medio de cultivo de aftaz cocido licuado líqu¡do tamb¡én se ensayó el método de

licuado. La biomasa oxtraída manualmente del medio de cultivo aroz cocido licuado

liquido, licuada con soluciones de lavado, presentó una alta concentrac¡ón de 6x107

propágulos/ml. Este resultado se optimizó al licuar la biomasa fresca sin med¡o de cultivo

o sin soluciones de lavado alcanzando una concentración de 5x108 propágulos/ml. Este

procedim¡ento permitió obtener un licuado homogéneo, sin exceso de humedad lo que

facilitó el proceso ulterior de secado.

En cuanto a los lquidos de lavado el Tween 80 al 0.1%, sustanc¡a tens¡oactiva

detergente, actúa disminuyendo la tensión supeficial y ayuda a desprender los

propágulos del med¡o, por lo tanto, este tensioactivo fue escog¡do para experimentos

posteriores. Se pudo concluir al ensayar diferentes ac€ites para la separación de la

biomasa que el aceite no fue adecuado, pues por su alta densidad formó una película

sobre el hongo adherido al grano, l¡mitando el desprendimiento de las esporas y del
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micelio. Al comparar los resultados obtenidos mediante los diferentes procedimientos de

separación de propágulos del medio, se optó por el licuado de la biomasa pura (sin

fíquidos de lavado, ni medio de cultivo), extraída del medio de arroz cocido licuado

lfqu¡do, por su alto rendimiento, disminución en el tiempo del proced¡miento y reducción

de etapas en la manipulación de la biomasa, que evitan el daño y riesgo de

contaminación del biocontrolador.

Preformulación del €ntomopatógeno

La biomasa de V lecanii obtenida por extracción manual y homogeneizada por licuado

fue recub¡erta con cada uno de los protectores de luz U.V. (CBUV 01 y CBUV 02). Para

tal f¡n, se seleccionó la mejor pasta de recubrimiento y la proporc¡ón de la m¡sma en el

producto final.

Se realizó una observación cualitativa de las características flsicas de las diferentes

proporciones evaluadas de protector de luz U.V. y agente gelificante- Se concluyó que a

mayor concentración de agente gelificante las pastas presentaron aparienc¡a más blanda

tendiendo a ser líquidas y a menor c,oncentración de agente gelificante fueron más duras

y con aspecto granular. En cuanto a la ad¡ción de los protectores de rad¡ación U,V. las

pastas fueron más blandas cuando se agregó menor cantidad de éstos y más duras

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

Las mezclas que contenían menor concentración de agente gelificante y mayor cant¡dad

de protector U.V., fueron las pastas más duras, con gránulos toscos, gruesos, de difícil

disolución y manejo; mientras que las mezclas que contenian mayor concentración 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 contenfan diferentes proporciones de protector

U.V. y de agente gelif¡cante.

2g

3g

4g

5g

6g

pastosa

pastosa

cura

oufEt

granuler
oura

pa$osa

pastosa

granutar

gfanular

gft¡nutar
dura

pastca

pastosa

granular

granular

granular
dura

pastosa

pastosa

granufar

granular

granular

blanda

pasto6a

granular

granular

granular

líquida

blanda

gtEnular

granular

granular

Se seleccionó una mezcla de consistencia pastosa que se puede incorporar fácilmente a

los propágulos del hongo ofreciendo un buen recubrimiento. Teniendo en cuenta los

criterios de maleabilidad, cons¡stencia pastosa, homogeneidad y ausenc¡a de gránulos,

fa pasta de proporción I:1, agente gelificante al 1"00/o - protector U.V.

Selecclón de la relación pasta-propágulo3

La pasta seleccionada fue incorporada en d¡ferentes cantidades a 10 g de biomasa

húmeda del hongo. Esta mezcla homogeneizada, secada con estufa de coniente de a¡re

fue triiurada manualmente.

A los polvos obten¡dos, se les real¡zó una evaluación microscópica, la cual perm¡tió

concluir que la cdntidad de pasta de recubrimiento necesar¡a por cada 10 ml de biomasa

húmeda extraída fue de 1.8g para la pasta con protector CBUV 02 y de 2.09 para la

pasta con protector CBUV 01. Además de la observación microscóp¡ca, se tuvieron en

cuenta las caracte¡ísticas de trituración de la preformulación seca. Con el protector

CBUV 02 se obtuvo una preparación más fácil de triturar y un tamaño de particula más

fino, mientras el producto con el protector CBUV 01 presentó mayor dif¡cultad en la

trituración y las partículas obtenidas fueron más gruesas.
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Así m¡smo, el protector CBUV 02 ofreció un cubrimiento de los propágulos mayor debido

a su menor tamaño de particula (0 3 pm) respecto al protector CBUV 01 (0,6 pm)'

facilitando la adherencia y recubrimiento de los propágulos del biocontrolador.

Secado de los propáguloe recubiertos

De acuerdo a las pruebas de viabilidad real¡zadas antes y después del proceso de

secado, se observó que la b¡omasa preformulada y secada en estufa con corr¡ente de

aire a 25oC mostró una pérdida notable de viabilidad (Figura 4). El recuento en placa do

Petri expresado como UFC/g. de la biomasa sin proteQtores antes de ser sometida al

procedimiento de secado fue l4xl07 y pera la biomasa preformulada con los protectores

CBUV Oi y CBUV 02 el recuento en placa de Petri fue 27x107 UFCI1 y 14x1}t l)Fctg

respectrvamente. Después de secar los productos en estufa con corriente de eire á 25'C

durante 2 d¡as, se obtuvieron recuentos de 68x106, 58x106 y 14x106 UFC/g

resbectivamente.

Durante el t¡empo de secado se pudo presentar lisis celular a causa de la entrada de

agua a las células, siendo este efecto más notable en la preformulación con CBUV 01

debido quizás al mayor tamaño de su partícula y a que éste es un agente des¡nfectante

suave y astringente ligero que podría interferir en la v¡ab¡l¡dad dél entomopatÓgeno,

mientras que el CBUV 02 no tiene estas caracterfsticas.

Como etapa previa al proceso de secado por medio de liofilización se real¡zaron ensayos

para determ¡nar si un criopreservante como la leche le ofrecfa protección a las esporas

durante la liofilización. La preparación propágulos-pasta de recubrimiento presentó la

menor pérdida de viabilidad después del proceso de liofil¡zación ya que de un recuento

inicial en placa de Petr¡ de 26x1oo UFC/ml descendió a 1 5x106 UFC/ml, no representando

una pérd¡da ¡mportante. En la mezcla pasta-leche-propágulos el recuento ¡nicial

disminuyó de 2ox106 UFC/g a g1x105 UFC/g, y la preformulación propágulos-feche mostró

un drástico desoenso en la concentración de propágulos después del proceso de

secado, pasando de 33x106 UFC/g a 39x105 UFC/g. En los dos últimos casos, el

descenso en la viabilidad podría deberse a gue la presenc¡a de la leche,

(criopreservante) no produce la pérdida de la v¡abilidad si no que en la extracclón de
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Figura 4. Efecto de dos métodoe de secado sobre la viabilidad
de Veñicillium l*anii

humedad del preparado en el proceso de secado disminuye la concentración de

propágulos/ml al quedar adheridos al producto preformulado componentes de la leche

que actúan como d¡luyentes del principio act¡vo.

Los resultados obtenidos en este ensayo, permitieron concluir que la mejor mezcla para

liof¡lización fue propágulos-pasta, ya que en ésta el biocontrolador conservó su viab¡lidad

alcanzando la concentración requerida para la formulación de un bioplaguicida.

En cuanto a la evaluación de la liofilización 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 liofilización, se observó que después de la

f¡ofifización no se oerdió viabilidad de V. lecanii ni en el control ni en los oroductos

preformulados. Se observó un l¡gero ascenso en la concentración 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

liofilización la viabilidad permanece estable, pos¡blemente debido a que la congelación

prev¡a puede activar mecanismos de latencia en el biocontrolador (Griffin, 1981), y el

proceso de extracción de humedad rápido es menos nocivo para el entomopatógeno,

mientras que el secado en estufa además de ser un proceso lento, es un método

bastante inegular en sus cond¡c¡ones no pudiéndose asegurar la pérdida progresiva de

humedad. Así mismo, la humedad presente en la pasta preformulada durante el tiempo

de secado en estufa con coniente de aire a 25"C, podría permitir la germinación de las

esporas de V. lecanii, haciéndolas más sens¡bles a la desecac¡ón. Además al carecer la

espora germinada de las condiciones para su desarrollo, agota sus reservas energét¡cas

y muefe.

Efecto de la luz ultravioleta sobrc la viabllidad de las esporas desnudaE y

prefomufadaa de Verticill¡um lecanil

Cuando la biomasa fue secada en estufa con corriente de a¡re a 25oC se observó oue

tanto las esporas desnudas como los productos preformulados mostraron un descenso

de la v¡ab¡lidad en los primeros 30 minutos de exposición a la luz UV (Figura 5)- Sin

embargo, los productos preformulados con protectores de luz ultravioleta lograron

estabilidad durante el tiempo restante de exposición. Es importante observar que la

preformulación con el protector CBUV 02 presentó menor pérdida de la viab¡lidad, pues

pasó de 43x107 UFC/g a 59x105 UFC/g, respecto al CBUV 01 que de 67xlo7 UFC/g

descend¡ó a 32x106 UFC/g durante el tiempo de la prueba (Figura 5).

Cuando la biomasa se secó mediante liofilización, el control (propágulos desnudos)

presentó una drást¡ca disminución de la viab¡l¡dad en los primeros 30 minutos de

exposición, la cual continuó en forma menos radical durante los restantes 90 m¡nutos.

La preformulación con CBUV 02 mostró total estabil¡dad durante las dos ho¡as del

ensayo pues de 47x1O7 UFC/g descendió a 38x107 UFC/g, míenkas que la

preformulación con CBUV 01 presentó un ligero descenso en la viabil¡dad, pasando de

2Ox1O7 lJFCtg a 12x107 UFC/g a partir de los 60 m¡nutos de exposición (Figura 6).
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Los resultados obten¡dos permitieron comprobar que ambos protectotes de luz uV

actuaron eficazmente evitándo el efecto germicida de esta radiación ya que éstos

absorben la luz uv siMendo como filtros de esta radiación, pof tal razón son utilizados

en cosmeiología. Para ambos métodos de secado se observó que el producto

preformulado con el proteotor oBUV 02 le confirió mayof estabilidad a los propágulos de

v . tecan i iquee|pre formu|adocone lpro tec torCBUV0l ,es topodr íadeberseaquee|

tamaño de partícula de este último, es menor que la del CBUV 01 ofreciendo mayor

recubrimiento y protección al hongo. Por lo tanto, se seleccionó el protector de radiación

u.v. oBUV 02 como el más adecuado para la preformulación del pfoducto secado tanto

en estufa con coniente de a¡re a 25oC como med¡ante liofilizacién'

Base autoemulsificable

Se diseñó una base autoemuls¡ficable como portadora del producto' Esta permitió una

buena suspendibilidad y adherencia del producto, requisitos necesarios para gafantizar

la acc¡ón insecticida del biocontrolador'

Enensayosdepreformulaciónseevaluóe|efectodediferentesaceitessobfeV.lecanii

encontrando que el aceite vegetal d6 girasol no afectó significativamente la viabilidad del

hongo,además|ospropágu|osdeéstemostraronmayorsuspendibi| idadenpresenciade

dicho aceite, la cual fue evaluada por la velocidad de sed¡mentación (mm a la hora)'

donde el aceite de girasol presentó la menor sedimentación, de 14 mm a la hora' con

respecto a los demás aceítes que presentaron entre 21, 48 y 67 mm a la ho¡a de

sed¡mentación de producto preformulado (Tabla 4)

comotens ioac t ivossedef in ióque|amezc |aadecuadadebíacontenerS l%deTwe€n

80y190 /ospan60yquees tamezc |adeber ia fepresen ta re |10%de|pesode |a fase

oleosa para lograr un HLB de 13'



TABLA 4. Evaluación cuantitativa y cualitativa de los aceites ensayados en la base

autoemulsificable.

La metilcelulosa en una proporción de 1.25% fue un adecuado agente emulsificante,

aumentó la densidad del vehículo y disminuyó la velocidad de sedimentación del

producto al momento de la aplicación.

se determinó que cada gramo del polvo debía ser resuspendido en 5 ml de base

autoemulsificable, la cual contiene aceite vegetal de girasol, tensioactivos y agente

gelificante. Este aceite actúa como vehículo adherente y protege al b¡ocontrolador de la

pérdida de humedad; con los tens¡oactivos se forman la emulsión fase oleosa en el

líquido de aplicación: El agente gelif¡cante met¡lcelulosa al 1.25o/o en un proporción 1:1

en relación a la fase oleosa, ayuda a la suspendibilidad del producto en la base

autoemulsificable.

Ensayos de almacenam¡ento

Los productos obtenidos del secado, tanto en estufa como por l¡ofilización fueron

sorneiidos a pruebas de almacenamiento durante dos meses a temperatura ambiente y a

goc. La evaluación se realizó mediante conteo en placa de Petri de uFc/g a 0, 8, 15, 30,

45 y 60 días.

1L



Los resultados obtenidos mostraron que tanto el producto secado a 25oC (Figuras 7-8)

como el sometido a liof¡lizac¡ón (Figufas 9-10), fueron mas estables cuando se

almacenaron a goc que a temperatura amb¡ente, ya que de un fecuento en placa de

petri a 9oC a los 0 días se obtuvo 36x107 UFC/g y a los 60 días descendió a 16x107

uFc/g, mientras que a temperctura ambiente partiendo del mismo recuento en pleca de

petri, a los 0 dÍas descendió hasta 34x106 UFC/g a los 60 días. Esto podría deberse a

que a bajas temperaturas el hongo entra en estado de latencia (Gdffin, 1981), mientfas

que a temperatura ambiente el microorganismo es totalmente activo fisiolégicamente, las

esporas gefminan si encuentran condiciones ad€cuadas; pero al carecef de los

elsmentos nutf¡tivos y amb¡entales necesarios se imposibil¡ta el desarrollo con la

consecuente muerte del entomopatógeno'

Se observaron diferencias en las esporas desnudas liofilizadas conservadas a 9oC con

respecto a las secadas a 25oC, los primeros presentaron 48x107 UFC/g a los O días y

42x107 t)F1tga los 60 días, mientras que los segundos mostraron 68x107 UFC/' a los 0

días y 82x108 UFG/g a los 60 días. Las preformulaciones con los protectores de luz

ultrav¡oteta mostraron total estab¡lidad a goc, notándose una pequeña diferencia en el

secado a 25oC donde la preformulación con CBUV 01 descendió ligeramente

Tanto los controles como los pfoductos preformulados almacenados a temperatura

amb¡ente mostraron un dÉstico y progresivo descenso en la viab¡lidad del

entomopatógeno. Los preformulados con protector cBUV 02 sufrieron menor

disminución en la viabilidad del hongo, mientras los preformulados con CBUV 01

manifestaron menor tolerancia a la6 condic¡ones de almacenamiento'
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Figuras 9-l0Efecto de las condiciones de almacenamiento y tiempo
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secados mediante liofilización

Conclusione¡

El arroz cocido f¡cuado llquido fue el med¡o de cultivo que le proporcionó a Vefticillium

lecanii los requerimientos necesarios para su crecimiento y esporulacion, además, por su

fácil manejo, preparación y bajo costo fue escog¡do pal'e rcalizar la producción masiva

semiindustrial necesaria para las aplicac¡ones en campo.

EI licuado de la biomasa separada manualmente, fue el procedim¡ento más adecuado

para fa obtención del pr¡ncipio activo de Veñicillium lecani¡, lacilitando los ulteriores

procesos de preformulac¡ón.
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El protector de luz ultravioleta CBUV 02 consiguió una me¡or protecc¡ón del principio

activo frente a los efectos nocivos de ésta radiación, por que su tamaño de particula de

0.3u es más pequeño que la del protector CBUV 01(0'6u)' permitiendo un mejor

recubrimiento de la superficie de los propágulos, teniéndose en cuenta el protector

CBUV 02 para la preformulación del producto'

La l¡of¡l¡zación mostrÓ ser el mejof método de secado pafa la biomasa prefomulada' ya

queocas ionó |amenorpérd idade|av iab i | idadysuscarac te¡ ís t ¡cas f ís ¡caspermi tenun

meior manejo en las aplicac¡ones de campo'

El oroducto final fue un polvo diseñado para reconstituirse en una base autoemulsificable

que contenía aceite vegetal de girasol, Tween 80 Span 60 y metilcelulosa' Esta

suspensión se llevó a volumen final de aplicación con agua y se asperió con bombas

convencionales.

E|productopreformu|adoconbaseenVeft ici l l ium/ecanjimostrómayorestabi l idaden

a|macenam¡entoagocqueatemperaturaambientedurantee|t iempode|ensayo'yaque

a temperatura de refrigeración se activan mecanismos de latenc¡a del hongo'

Recomendaciones

Realizar estud¡os para evaluar la actividad insecticida de las 32 cepas nat¡vas restantes

del banco de cepas del laboratorio de Control Biológico de CORPOICA' para hallar una

cepa más promisoria en el conhol de la mosca blance de los ¡nvemaderos en

cond¡c¡ones de invemadero y campo'

Continuar con tos estudios de formulación del producto preformulado con base en y'

/ecan,lorientadoaprotegerelhongodeotrascondicionesmed¡oambientalesadversas'y

continuar con los estud¡os de almacenamiento'

lmplementar las técnicas seleccionadas en la producción masiva y preformulación de V'

lecan i ¡pa fa |ograrmayoresporu |ac iÓnyrend imien tov iab |edesde|ospuntosdev is ta

tecnológicos Y económicos
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Realizar una producción industrial del producto para su evaluación en condiciones

comerciales de cultivo.

Determinar la persistencia e inocuidad de ve¡t¡c¡lt¡um lecani¡ en el medio amb¡ente y su

posible efecto frente a organismos no huésped
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