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Efecto de la crioconservacion sobre la viabilidad y actividad
biocontroladora de Nomuraea rileyi contra Spodoptera
frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae)

Effect of cryopreservation on the viability and the biocontrol activitiNofmuraea rileyiagainst
Spodoptera frugiperdélLepidoptera: Noctuidae)

LISSETTE TORRES ALBA MARINA COTES?

Resumen El hongo entomopatégeridomuraea rileyiconstituye una de las alternativas mas promisorias

para el control dSpodoptera frugiperdda plaga mas limitante del maiz en Colombia. En un trabajo previo

se seleccion6 un aislamiento nativoNieileyi que ocasion6 una mortalidad del 100% sobre larvas de la plaga

en laboratorio. Sin embargo, la actividad biocontroladora de los microorganismos puede verse afectada por
aspectos como el método de conservacion. En este estudio se determiné el efecto de la crioconservaciéon en
glicerol con agua peptonada a -70°C, sobre la viabilidad y actividad biocontroladora del hongo a través del
tiempo. A partir de una suspension de 1 X dénidios.mf', se determiné el porcentaje de germinacién, el
numero de unidades formadoras de colonia (UFC) y el porcentaje de eficacia del microorganismo sobre
larvas, antes de su crioconservacion (control), a las 24 horas, a los 12 meses y a los 18 meses. Al evaluar su
viabilidad expresada como porcentaje de germinacion y como UFC, 24 horas después de la crioconservacion,
no se evidencio reduccion con respecto al control; pero a partir de los doce meses se presenté un retardo de 18
horas en alcanzar un porcentaje de germinacién superior al 90% y una pérdida de un exponente para UFC. Sin
embargo, no se presentaron diferencias significativas en la mortalidad de las polillas en cada uno de los
tiempos evaluados, siendo ésta superior al 96.4%. Se puede concluir que la crioconservacion durante diecio-
cho meses no afecta la germinacion ni la actividad biocontroladora del microorganismo pero si su UFC.

Palabras clave:Conservacion. Entomopatégeno. Gusano cogollero del maiz.

Summary The entomopathogenic fungb®muraea rileyiis one of the most promising alternatives for the
control of Spodoptera frugiperdahe most important pest of maize in Colombia. In previous work, a native
isolate ofN. rileyi was selected that caused 100% mortality on larvae of the pest under laboratory conditions.
However, biocontrol activity of microorganisms may be affected by different factors such as preservation
method. This study determined the effect of cryopreservation in glycerol and peptone at - 70°C on its viability
and biocontrol activity over time. From a suspension of 1>c@idia.mi', germination percentage, number

of colony-forming units (CFU) and percent efficacy of the microorganism on larvae were determined before
cryopreservation (control), after 24 hours, 12 months and 18 months. An effect on the viability of the
microorganism expressed as percent germination and as CFU was not evident 24 hours after cryopreservation
with respect to the control; but after 12 months there was a delay of 18 hours to reach a percent germination
above 90% and a one exponent loss to CFU. However, no significant differences were detected in moth
mortality in any of the evaluated times, being higher than 96.4%. It is concluded that cryopreservation over 18
months does not affect the germination or the biocontrol activity but does affect the CFU.

Key words: Conservation. Entomopathogen. Fall army worm.

Introduccién en la plaga més limitante del cultivo sihongos entomopatdgenos, aparece como
se tiene en cuenta que, ademas de ser umaa alternativa frente a las debilidades

El cultivo del maiz ocupa un lugar muyplaga polifaga, se encuentra ampliamerde los demés métodos de control, ya que
importante dentro de los sistemas de prde distribuida en la zonas productoras deuede representar una solucion duradera
duccién agricola de Colombia al ser emaiz afectandolo en las diferentes etay efectiva, amigable con el medio am-
segundo cereal mas producido despuéms de su desarrollo. Ante esta problemdiente y altamente especifica hacia su
del arroz. Dicha produccién para el 2003ica se han venido utilizando diferenteshospedero (Garciet al.2002).
fue de 1.173.800 toneladas, que en témétodos de control, como el cultural el
minos de rendimiento representé 2.1 toeual, no ha sido suficiente para dismi-En el control biolégico d&. frugiperda
neladas por hectarea (Ministerio denuir los dafios ocasionados por la plagase ha destacado la actividad del hongo
Agricultura y Desarrollo Rural 2004). Sin el control quimico ha traido consigo unNomuraea rileyigl cual se encuentra dis-
embargo, el rendimiento de este cultivaiso exagerado e inadecuado de plaguiribuido en diferentes agroecosistemas y
se ha visto reducido hasta en un 35% desidas que han afectado severamente ebnas geograficas donde frecuentemente
bido al dafio ocasionado por el gusanambiente al alterar las poblaciones d®casiona epizootias naturales sobre este
cogollero del maizSpodoptera frugi- enemigos naturales, fauna y flora asociainsecto y otros lepidépteros de importan-
perda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noc- da, asi como también ha originado proeia econémica com@nticarsia gemma-
tuidae) (Fernandez 2003 citado porblemas de contaminacion. Es asi como edlis (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae),
Castillo 2003), el cual se ha convertidocontrol biolégico, mediante el uso dePseudoplusia includen@Valker) (Lepi-
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doptera: Noctuidae)Trichoplusia ni la cual se han obtenido porcentajes de efifnisma manera descrita anteriormente y
(Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) y cacia del 96.6% (L. Villamizar, com. pers.).se hicieron observaciones diarias hasta
Helicoverpa virescen@.) (Lepidoptera: Dada la importancia de garantizar la es(_awdenmar el crecimiento puntual de las

Noctuidae). Es asf como este MICrOOrgar, hilidad de las caracteristicas necesariacs°|0n'as'

hismo se ha conver'udo enun excelentBara su produccion y para su actividadPor otra parte y con el fin de determinar
agente de control biolégico con grany . : . o g ; .
. 1 biocontroladora, el microorganismo fuela viabilidad del microorganismo después
potencial para ser utilizado dentro de es- : o,
: ; incorporado al Banco de Germoplasmaje su crioconservacion, se prepararon los
trategias de Manejo Integrado de la Plaa : : < - .
ga (Leon y Pulido 1991) e Microorganismos con Intereés en Concrioviales necesarios para hacer estas eva-
' trol Bioldgico, el cual tiene como pro- Juaciones en el tiempo, sirviendo 1 mL
Estudios realizados en Venezuela, repoiR0sito preservar las caracteristicagle |a suspensién que contenia 1 % 10
taron una incidencia del 100% sobre laroriginales de los aislamientos alli pre-conidios.mf: por criovial. Posteriormen-
vas deS. frugiperdaalimentadas con sentes. Por lo tanto, el objetivo del preye  todos los crioviales se mantuvieron
hojas de maiz provenientes de campo ente trabajo fue el de evaluar el efectgn yn yltracongelador a -70°C durante
infectadas coiV. rileyi (Garciay Clavijo de 1a crioconservacion en el tiempo sobre g poras, 12 meses y 18 meses. Transcu-
1985). Asi mismo, Lezama-Gutiérrey 12 viabilidad y actividad biocontroladora rjqos cada uno de estos periodos, se tomo
al. (2000), reportaron A. rileyi como el  de Nomuraea rileyicontraSpodoptera 5 azar un criovial, se descongeld a 37°C

entomopat6geno con mayor ocurrencidrugiperda. y se determinaron el porcentaje de
en .Igrvas des. fruglperdg,en compa- Materiales y Métodos germinaciony el ndmero _de UFC siguien-
racién conB. bassianaBalsamo) Vui- do la metodologia anteriormente descri-

llemin, Metarhizium anisopliae Se determind la viabilidad y la actividadta: asi mismo, se determiné el efecto de
Metschnikov 1879 Hirsutella sp. y biocontroladora del aislamiento Nm0O6|a crioconservacion en el tiempo sobre la
Entomophthorap. Por otra parte, segtinde N. rileyi antes de su crioconservacionactividad biocontroladora del microor-
estudios realizados por Garoéa al, Yy alas 24 horas, alos 12 mesesy a los kanismo contrés. frugiperda

(2002), aplicaciones de este entomomeses después de ésta. Para la evaluacion . )
patogeno en forma de cebo en lotes cade la viabilidad se determin el porcenta@ra 1a evaluacion del porcentaje de
merciales de maiz en el Valle del Caucaiaje de germinacion y el nimero de unig€'minacion y del nimero de UFC del
ocasionaron porcentajes de eficacia sidades formadoras de colonia (UFC) ynicroorganismo antes y después de su
periores al 90% por un tiempo mayor apara la evaluacién de la actividadcno.conser;/amon,lse utilizé un Id|seno ex-
20 dias después de su aplicacién. A pebiocontroladora, se determiné el porcen{f’e”menti’.1 .comp etartnetnteg tazar c?jn
sar de este potencial como agentéaje de eficacia y el tiempo letal noventarej repe |<t:.|o.r,1es por tra arcr;ler; Ot’ _S|en| 0
biocontroladorno existe ningtn biopla- (TL,) mediante bioensayos bajo cond;->2¢a repeticion unha caja de =etr, y 103

. ) . . . datos obtenidos se sometieron a un ana-
uicida registrado a base de este micrasiones de laboratorio. -7 .
grganism% ni en Colombia ni en el lisis de varianza (ANAVA) y a la prueba

, . Efecto de la crioconservacion sobre la de comparacion de medias LSD (a=0.05).
mundo (Villamizaret al. 2004). viabilidad del aislamiento

En este sentido, el Laboratorio de ConA
trol Biolégico del Programa de Manejo

Integrado de Plagas de Corpoica, con s _
compromiso de producir insecticidas\l;adura Extracto de Malta (YM), se

. . . r ré un nsion madr n
microbianos seguros, eficaces y con—p €paro una suspension r 6!‘? eeng
riopreservante, que consistié en un

fiables, ha destinado gran parte de sug ezcla de glicerol v aqua peptonada
esfuerzos de los Ultimos afios hacia el aig=. glicerol y agua pep
icha suspensién se ajusté a la conce

lamien valuacién, pr i6n y for- s L .
amiento, evaluacion, produccion y fo tracion de 1 x 10conidios mtty partir

mulaciéon deN. rileyi. Es asi como it hici diluci iad
actualmente cuenta con el aislamient§€ €sta se hicieron diluciones seriada

nativo NmOO6 de este microorganismcd€Sde 18hasta 16; para determinar el
obtenido a partir de larvas Befrugiperda  POrcentaje de germinacion se utilizo |
recolectadas en un cultivo de maiz ubiSUSPension madrey la diluciongem- 050 oy o q0c so preparé una suspension
cado en el departamento del Meta, un“'?‘”dO 100 mL de cada una de ellas e n el tensoactivo Tween 80 al 0.1% ajus-
ha ocasionado una mortalidad del 100952Jas de Petri con medio YM. Posterior+ 4o o ina concentracion de 1 X 10
sobre éstas, bajo condiciones de labordlente, las cajas se incubaron @y a . ios mft. Posteriormente, por medio
torio (Bosaet al. 2004). partir de las 18 horas de incubacion sq \ aspersor manual se asperjé sobre 30

o ] ) determiné el porcentaje de conidios, . : AT

O T s IpduerimentoSupers el 90%. Para ello se registro Lada hoja, previamente desinfectada en

necesarios para su adecuado crecimiento,y, Py 3 ! : :
esporulacién (Boucia®t al. 2000), Nlimero de conidios totales presentes €Mha solucién de hipoclorito de sodio al

. ; 10 campos O6pticos seleccionados alegs . ) o
Villamizar et al (2004) estandarizaron un P b %.5%. La unidad experimental consistio
e:] recipiente plastico de 16 onzas, en

medio para su produccién masiva con oriamente de tres cajas de Petri. Lo§én un

que se han alcanzado rendimientos de 3_83u|tgdgs s€ gé(_presaron. codmo el PO%uyo interior se ubico un papel himedo,
x 1@ conidios.gramd. Asi mismo, se de- centaje de conidios germinados. una hoja de higuerilla y una larva de ter-
sarrollaron diferentes preformulaciones &ara determinar el nimero de unidadeser instar d&. frugiperdaproveniente de
base de este microorganismo, seleccidormadoras de colonia (UFC), se sembratna cria establecida en el Laboratorio de
nandose un concentrado emulsionable can las diluciones 1§ 10% y 10° de la  Control Bioldgico. Estos se mantuvieron

Efecto de la crioconservacion sobre la
partir del microorganismo crecido y actividad biocontroladora

esporulado sobre Agar Extracto de Le'Para determinar el efecto de la crio-

onservacién sobre la actividad biocon-
oladora deN. rileyi, se realizaron cinco
ioensayos en el tiempo, en los cuales se
evaluo esta actividad antes de la criocon-
Lervacion y 24 horas, 6 meses, 12 meses y
18 meses después de éBtara tal fin, a
ﬁartir del microorganismo mantenido en
Agar YM antes y después de su criocon-
&ervacion durante cada uno de los tiem-
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bajo condiciones de laboratorio a 25°C yTabla 1. Efecto de la crioconservacion en el tiempo sobre el porcentaje de germinacion (%)
55% de humedad relativa. Se tomarorglel aislamiento NmO006 de. rileyi.

datos de mortalidad cada tercer dia a pat-=
tir del quinto dia del montaje del bioen-| Tratamiento Tiempo de lectura
sayo haSta alcanzar un porcentaje d 18 horas 24 horas 42 horas 48 horas 66 horas
mortalidad del 100%. Los resultados se
corrigieron calculando el porcentaje de Antes 15.18 26.74 57.89 91

[}

i

: i i 4 ; 24 horas después 14.2 16.12 61.70 97.61
Eflgacll? né.et?lantce; "’?‘ fOI’lrgl;lg _de Schneider 12 meses después 17.77 46.75 71.22 84 95.08
— Orelli (Ciba — Geigy ): 18 meses después  4.66 19.65 63.75 70 95.45
Porcentaje
.= (Mb-k)/(100-Kk)x1
de eficacia (b-k) /(100 - k) x 100

mismo, el tiempo requerido por el micro-peptona usualmente es usada como
organismo para alcanzar el 90% daliluyente para microorganismos que van
5‘germinaci()n después de los 12 meses @eser sometidos al proceso de criocon-
su crioconservacion, fue significativa- servacién, ofreciéndoles proteccion du-

mente superior (57.37 horas) con respegante la congelacion y la descongelacion.
Se utilizdé un disefio experimental com-to a los tiempos requeridos por elAl utilizar este compuesto en combina-

pletamente al azar con 30 repeticionemicroorganismo antes y 24 horas deseion con el glicerol, se pudo acentuar el

por tratamiento, en el cual cada larva fu@ués, que fueron de 47.47 horas y 44.26fecto protector de este Ultimo (Hubélek

una repeticion. Los tratamientos correshoras, respectivamente (Tabla 2). 2003).

sgnhdileurgrrilllg SL:R ;?st'gﬁa??félgé?éé;]oﬁios resultados podrian indicar que laA pesar de que no se observé pérdida en
testi %tratado enel ?:ual sepas erio T;Nee%rioconservacién afectd el tiempo dela germinacion de los conidios, a partir
g . Sper|C erminacion de los conidios, pero no sule los 12 meses de la crioconservacion
80 al 0.1% sobre hojas de higuerilla y . . ' ) . duccion d
e . apacidad de germinar. Lo anterior conSe presento una reduccion de un expo-
la aplicacion del entomopatégeno ante§ . ) . ; ~
) . 9 cuerda con estudios realizados poféente en el numero de unidades formado
y despues de su crioconservacion. Deblg_ oo (2001), quienes atribu- ras de colonia (UFC) (Tabla 3). Esta
do a que los resultados no se comport : +

/eron el retardo en la germinacién dePodria deberse a la alteracion de los me-
ron como una normal, los datos se," - ° . bassianalespués de su canismos fisiolégicos involucrados en

sometieron a la prueba no paramétrica d&: o . i6 icali i
Kruskal Wallis (x—po 05) AdicFi)onaImente Crioconservacién durante seis meses a 1§ formacion de micelio. Sin embargo, es
=0.05). ' latencia inducida del microorganismon€cesario desarrollar trabajos de investi-

:rsneigr(;toerrrr;lrr]lgrerzllotlzrgt%osIetzzle9so &-Q'Sd(ejle <por el choque osmético de los criopreserdaCion due generen respuestas a este su-
g y p uesto, ya que existe una gran cantidad

; . “vantes o por cambios en la permeabiliP SN
crioconservacion; los datos de mortali- P P de factores que afectan la eficiencia de la

dad se sometieron a un andlisis déad de la membrana. crioconservacion de los microorganis-
varianza (ANAVA) y a la prueba de com- sin embargo, los resultados demostraromos. Tal es el caso de la especie, el aisla-
paracion de medias LS£0.05). que el glicerol favorece la germinaciénmiento, el tamafio y forma de las células,
. L deN. rileyi después del periodo de recuda tasa y fase de crecimiento, la tempera-
Resultados y Discusion peracién sobre el medio de cultivo, lotura de incubacién, la composicién del
Efecto de la crioconservacion sobre la que podria deberse a la capacidad dehedio de cultivo, el pH, la osmolaridad,
viabilidad del aislamiento glicerol de penetrar la pared celular y lda aireacion, el contenido de agua celu-
, ) ._membrana citoplasmatica de las céluladar, la composicion del medio de cultivo,
Se encontr6 que el porcentaje de germingyyotegiéndolas de la desecacion y del densidad de congelamiento, la tasa de
cion fue superior al 90% a las 48 horas dgafio producido por los cristales intraceenfriamiento, la temperatura y duracion
lectura antes de la crioconservacion y 24,jares (Simione 1998). Esta misma cadel almacenamiento, la tasa de calenta-
horas después de la crioconservacion. Siacidad, también se ha evidenciado emiento y el medio de recuperacion
embargo, a partir de los 12 meses despugg conservacién de virus, bacterias(Hubalek 2003). Sin embargo, uno de los
de la crioconservacion, se evidencio estgicoplasmas, mixomycetes, otros hongofactores mas importantes es la composi-
mismo porcentaje aproximadamente a lalamentosos, levaduras, algas y protoeién del medio usado para suspender el

Dondeb equivale al porcentaje de indi-
viduos muertos en el tratamient& gqui-
vale al porcentaje de individuos muerto
en el testigo absoluto.

18 horas de lectura (Tabla 1). zoos (Hubéalek 2003). Adicionalmente, lamicroorganismo congelado; aunque al-
Este retraso en la germinacion, que fue
mas evidente a partir de los 18 meses, Tabla 3. Efecto de la crioconservacion en el

podria estar relacionado con un efectdabla 2. Tiempo en el cual se obtuvo el 90% detiempo sobre el nimero de unidades formadoras
de latencia inducido por el tiempo dela germinacion del aislamiento Nm006 e  de colonia (UFC) del aislamiento Nm006 de

crioconservacion si se tiene en cuentfleyi antes y después de su crioconservacionN. rileyi.

gue se obtuvo un porcentaje de germinag= _ _ .

cién inferior al 17% al comienzo del Tratamientos Tiempo (horas) Tratamientos UFC.mL?*
periodo de recuperacion del microor; anes 47.47 a Antes 246 x 1P a
ganismo que correspondio a 18 horasS24 horas después 44.25 a 24 horas después 3,29 x%18
después de la descongelacion y cultivp 12 meses después 57.37 b 12 meses después 3,03 X°19
sobre medio agar YM' pero a medida quals meses después 59.59 b 18 meses después 1,54 Xs:lm

este perlodo de recuperacion aument?”)Letras distintas indican diferencias significativas a (*) Letras distintas indican diferencias significativas a

también lo hizo su germinacion. Asiun nivel de significancia 0.05 (Prueba LSD). un nivel de significancia 0.09 (Prueba LSD).
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gunos microorganismos han sido capay Leptolegnia chapmaniBeymour (Oo- rol y de la peptona en la conservacion
ces de sobrevivir a condiciones demycete), bajo diferentes métodos taleslel aislamiento Nm006 dH. rileyi, al
congelamiento sin uso de aditivos procomo agua desionizada, aceite minerahctuar como osmoreguladores en la cé-
tectores, la presencia de éstos favorece #lica gel y crioconservacion a -20°C y a Hula pudieron reemplazar las moléculas
supervivencia considerablemente80°C, no presentaron pérdida en su viabide agua perdidas, manteniendo la hi-
(Hubalek 2003). lidad al ser mantenidas durante 3, 6, 12 gratacion de las proteinas, especialmen-
Smith y Tomas (1997) al observar me-18 meses bajo este Ultimo método (Lastrie Ia; de bajo peso molecular. Asi mi_smo,
diante un microscopio criogénico de quet al. 2002). el glicerol gl ser exclwdo del_domml_o_
la viabili . ; . . L de la proteina, pudo evitar la inestabili-
a viabilidad de siete aislamientos deEfecto de la crioconservacién sobre la

hongos durante su congelacion y descoractividad biocontroladora dad en su composicion (Crovet al.
gelacién, encontraron que la ausencia d 1984; Croweet al. 1990 y Fink 1986

. o a 08 resentaron diferenci ignificaticitados por Bahamoet al. 2001). Esta
criopreservantes favorecio la formacion 0 se presentaron d erencias significaticit por t o ) .
Lo . vas entre los porcentajes de eficacia (actimisma accion estabilizante ha sido ob-
de hielo intracelular y el encogimiento . : ) L .
de las hifas; caracteristicas que no fuerowdad biocontroladora) antes y después deervada en la produccion de enzimas
' . ; u crioconservacion; siendo estos superidigninoliticas por diferentes Basidio-
letales para el microorganismo, pero qué ' perotg P

es al 96% al final de la evaluacion (Fig. 1)mycetes crioconservados en DMSO 'y en
en muchos casos afectaron su tasa y call licerol (Stoychewet al. 1998; Croaret

dad de crecimiento, en contraste con loEstos resultados obtenidos concuerda{jI 1999)
resultados obtenidos al utilizar glicerolcon los reportados por Bahaménal. ' '
y dimetil- sulféxido (DMSO). (2001), quienes al evaluar la actividad_astraet al (2002) no encontraron pérdi-
: : iocontroladora de un aislamiento Be da en la actividad biocontroladora de los

Qlejtnequrjr?inn; dgxs’lteerf]ercet%'sérgslaqlé?igggﬁ_@assianacontra la broca.del catdypo- hqngos entomopa_tégenoSmi__ttium
servacion sobre la viabilidad e rileyi; thenemus hampéferrarl (Cpleoptera: culisetaey Leptolegnia chapm_anml ser
se han realizado algunos trabajos Con’otrOScontldae_),despue_s de seis meses de eualuadc_)s contrAedes aegyptunngeus,
microorganismos. Ryaet al. (2001) en csonserva_uon en gl|c_erol, obtuvieron unl762 (Diptera: C_uI|C|dae), de_spues de 18
su estudio relacidnado con.los efectos d orcentaje de mortalidad del 91.6%. Semese§ de su crioconservacién a -80°C.
la crioconservacion y liofilizacion sobre un Clarkson y,QharnIey (1996), laTambién, se ha podido comprobar el efec-
la viabilidad, fisiologia y estabilidad capacidad patogenica de un hongo entde protector del glicerol en los hongos

o T - mopatoégeno, comN. rileyi, depende en fitopatogenosColletotrichum gloeos-
genetica de asilamientos Meetarhizium gran medida de la actividad del compleporioidesPenz,Colletotrichum acutatum
anisopliag Fusarium oxysporurhink ex jo enzimatico encargado de degradar |d. H. Simmond<Colletotrichum fragariae
Gray"y.SerpuIa lacrymangWulfen) J. cuticula o exoesqueleto del insecto. TaBrooks yPhomopsis obscurarillis &
Schrot.,,encontraron que algunas de SUS el caso de las proteasas, quitinasasByerh. [stat. anam.] (1894)a que no pre-
caracteristicas pueden afectarse por la prgs 5555 Jas cuales pueden presentar reentaron pérdidas en su viabilidad al ser
servacion. Tal es el caso de los perfiles dg,ccjgn en su actividad a temperaturasonservados a -85°C, durante 21 meses,
metabolitos secundarios y la producCionypire _15¢ y -75°C debido a cambios ni presentaron cambios en su patoge-
de enzimas extracelulares, incluso se desgir cturales en su sitio activo (Shikamanicidad después de cuatro afios de su con-
tectaron mediante la técnica de PCR, yamasaki 1961 citados por Bahamérservacion bajo las mismas condiciones

fingerprinting, polimorfismos en dos ais- o 51 2001). Sin embargo, el uso del glice{Legard y Chandler 2000).
lamientos deM. anisopliaedespués de su

crioconservacion vy liofilizacion. Sin em-
bargo, al crioconservar una cepa de

Beauveria bassiandurante seis meses en

nitrégeno liquido a -19& usando glice- 100 #
rol al 10% como criopreservante, se obtu- s 904

vo un incremento en el porcentaje de 5 80+

germinacion siendo éste del 70% y del ‘u% 28 ]

90.5% al inicio y al final de la evaluacion 2 504

respectivamente (Bahameén al. 2001). 2 404

Por otra parte, Motat al. (2003) eviden- £ 304

ciaron un incremento en el crecimiento = ig i

micelial, en la produccion de biomasa y o 0 o u
en la esporulacion de los hongos contro- ' '
ladores de nematodésthrobotrys robus- 12 13
ta Dudd y Monacrosporium thaumasium Tiempo (dias)

(Drechsler) de Hoog & van Oorsclabser -
crioconservados durante 18 meses en glif —#—Hongo - antes —&— Hongo 24 horas después
cerol al 10% y nitrégeno liquido a -196°C, —+—Hongo 6 meses después —*— Hongo 12 meses después
con respecto a su conservacion a 4°C sin —=— Hongo 18 meses después —e— Testigo tratado

ningun preservante. Asi mismo, al conser- —»— Testigo absoluto

var especies de hongos entomopatégends

como Paecilomyces fumosorose{wize)

Brown & Smith (Hyphomycetepmittium  Figura 1. Efecto de la crioconservacion en el tiempo sobre la actividad del aislamiento
culisetad.ichtwardt, 1964 (Trichomycete) NmOO6 deN. rileyi contrasS. frugiperda.
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El TL,, del aislamiento Nm006 dN. repercutiendo en los resultados del efeccIBA — GEIGY. 1973. Cémo realizar un
rileyi crioconservado durante 18 mesesto de la crioconservacion; hay que te- bioensayo. Manual de ensayos de campo.
correspondio a 7.67 dias y fue significatiner en cuenta que los datos de nimero 215p.

vamente inferior con respecto a los,JL de UFC cambiaron a traves del tiempoc| ARKSON, J.: CHARNLEY, A. K. 1996.
obtenidos para el microorganismo antey en estas evaluaciones no se tuvieron New insights into the mechanisms of
de su crioconservacion y 24 horas y 12n cuenta lo insectos, por consiguiente fungal pathogenesis in insects. Trends in
meses después de ésta, los cuales corrag- podria decir que si hay un efecto de Microbiology 4 (5) 197-202.

pondieron a 11.25, 10.79 y 11.45 diasla crioconservacién. Sin embargo, es NEAROAN. S. C.- BURDSALL. H. H.: REN-
respectivamente (Tabla 4). Estos resuleesario continuar con estas evaluacio- TME’ES.TEﬁ, R. M.1999. Preservation of
tados podrian indicar un efecto po-nes durante un mayor tiempo para poder {gpjical wood-inhabiting basidiomycetes.
tencializador de la crioconservacionconfirmar la repetibilidad de las obser-  mycologia 91 (5): 908-916.

durante 18 meses sobre la actividagtaciones realizadas. De ser asi, estame- _ . .
biocontroladora del microorganismo.todologia podria ser incorporada dentr AR.C'Ad' Jl kl; CLQV”O' S. 1985. IIDncmien-
Los polioles, especialmente aq_uellos dele_l qesarrollo tecnol_é_g,ico _deI biopla- Ic’:cl)?nyceete:ozggorﬁ;ncl:)i?neae;sep)n(laf\ijase-de
bajo peso molecular como el glicerol, elguicida ya que permitié el incremento Spodoptera frugiperdariadas en el labo-
eritritol y la trehalosa juegan un papelde la actividad biocontroladora d. ratorio y alimentadas con plantas prove-
muy importante en el balance osmoticaileyi. nientes de campos comerciales de maiz.
de las células, brindando proteccién a Boletin de Entomologia Venezolana. N. S.
la membrana y a las proteinas. De igual 4(7): 53-59.

manera, estos compuestos se han aspa crioconservacion del aislamientoGaRCIA, F.: MOSQUERA, M.: VARGAS,
ciado con la tolerancia a ciertas condinmoog deNomuraea rileyien gliceroly  C.; ROJAS, L. 2002. Control biolégico,
ciones ambientales, con la aceleraciog,a peptonada durante 18 meses, no microbiolégico y fisico deSpodoptera
de la germinacion e incluso con el in-afectg su germinacion ni su actividad ~frugiperda(Lepidotera: Noctuidae), plaga
cremento en la patogenicidad y en |ebiocontro|adora, pero si su nimero de del maiz y otros cultivos en Colombia.
vida de almacenamiento de los propaygc. Revista Colombiana de Entomologia 28
gulos fungicos, como ha sido demostra- (1): 53-60.

do para los hongoB. bassiana, M. HALLSWORTH, J. E.; MAGAN, N. 1996.

anisopliaey Paecilomyces farinosus imi Culture age, temperature and pH affect the
(Holm:Fr.) Brown & Smith(Hallsworth Los autores expresan su agradecimiento ge, p p
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