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Resumen. Nomuraea rileyi es el microorganismo que mas frecuentemente se encuentra causando
epizootias naturales en campo en larvas de Spodoptera frugiperda en diferentes zonas productoras de
maiz en Colombia; sin embargo, en el mercado nacional no existe ningin producto registrado a base de
este hongo. Por lo tanto, los objetivos del presente trabajo fueron los de desarrollar un método de
produccién masiva y desarrollar prototipos de bioplaguicida con una cepa del hongo N. rileyi seleccio-
nada por su actividad para el control del gusano cogollero del maiz. Inicialmente se estandarizé un
sistema de producciéon masiva de conidios, para lo cual se evaluaron matrices sélidas como arroz, salvado
de trigo y granos de millo, contenidas tanto en bolsas de polietileno de alta densidad, como en bandejas
de aluminio y suplementadas con fuentes de nitrégeno organico e inoculadas con diferentes tipos de
inodculo. Una vez seleccionado el medio en el que se obtuvo el mayor rendimiento de conidios por gramo
de sustrato, los conidios fueron separados y utilizados como principio activo para la elaboraciéon de
prototipos de bioplaguicida. En el sistema de produccién masiva en bolsas, la mayor esporulacion se
produjo cuando se utilizaron granos de millo, inoculados con fragmentos de medio de cultivo crecido y
esporulado de ocho dias de edad, siendo ésta de 30 x 10° conidios.g™'. Se desarrollaron dos sistemas de
entrega para el bioplaguicida, un concentrado emulsionable con una concentracion de 1x10'' conidios.g-
' y un polvo mojable con una concentraciéon de 1x10° conidios.g™’', con germinaciones del 92 y 87%,
respectivamente. Los sistemas de produccién masiva resultaron eficientes y econémicos para la obten-
cion de conidios y los preformulados representan una alternativa promisoria para el control del gusano
cogollero del maiz.
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Summary. Nomuraea rileyi is the microorganism that is most frequently found causing natural field
epizootics of Spodoptera frugiperda larvae in different maize production zones of Colombia; however, in
the national market there are no registered products based on this fungus. Therefore, the objectives of
the present work were to develop a method of mass production and develop biopesticide prototypes
with a strain of the fungus N. rileyi selected for its control activity on the fall armyworm. A system for mass
production of conidia was initially standardized after evaluating different solid matrices such as rice,
wheat bran and mijo grains, contained in both, high density polyethylene bags and aluminum trays,
supplemented with different organic nitrogen sources and inoculated with different inoculum types.
Once the medium was selected where the greatest conidia production per gram of substrate was obtained,
the conidia were separated and used as active starter for elaborating the biopesticide prototypes. In the
system of mass production in bags, the highest sporulation took place when mijo grains were used,
inoculated with eight day old fragments of agar grown with the sporulated fungus, this being at 30 x
10%conidia.g!. Two delivery systems were developed for the biopesticide, an emulsifying concentrate with
a concentration of 1x10''conidia.g? and a wettable powder with a concentration of 1x10°%onidios.g’,
with germinations of 92 and 87%, respectively. The systems of mass production were efficient and
economical for conidia production and the preformulations represent a promising alternative for the
control of the fall armyworm in maize.

Key words: Fermentation. Biopesticide. Formulation. Biological control.

Introduccion

El “gusano cogollero del maiz”, Spodoptera
frugiperda (J. E. Smith, 1797), es conside-
rado la plaga mas importante del maiz en
muchas regiones de América (Garcia et al.

1999). La gran cantidad de hospederos
alternos que tiene esta plaga hace que su
dispersién sea amplia, asegurando su su-
pervivencia y la abundancia de sus pobla-
ciones (Garcia 2000). En la actualidad el
complejo Spodoptera es uno de los pro-

blemas principales en el manejo de plagas
en el pais. La incidencia alta de esta plaga
ha hecho necesario el uso indiscriminado
de insecticidas quimicos, con dosis de has-
ta dos y tres veces las indicadas, dejando
como consecuencia el desequilibrio bio-
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l6gicoy la generacion de resistencia (Garcia
1996).

Diferentes trabajos realizados para mane-
jar este insecto, han demostrado que la
integracion de medidas culturales, fisicas,
biol6égicas y quimicas selectivas pueden
disminuir las poblaciones del mismo, man-
teniéndolas por debajo de niveles de dano
economico (Garcia 1996).

Los hongos entomopatégenos represen-
tan una alternativa para el manejo de esta
plaga. Entre ellos se destacan Metarhizium
spp., Beauveria spp., Verticillium sp. y
Nomuraearileyi, los cuales actian por con-
tacto, invadiendo el cuerpo del insecto y
causando la muerte (Leon y Pulido 1991).
El hongo N. rileyi es una alternativa
promisoria para controlar las poblaciones
altas de larvas de S. frugiperda, ya que son
frecuentes las epizootias naturales ocasio-
nadas por el hongo sobre Spodoptera y
otros lepidopteros. Este hongo imperfec-
to y dimorfico en su desarrollo es diferente
de los hongos oportunistas Metarhizium
anisopliae (Metschin) Sorokin y Beauveria
bassiana (Bals.) Vuill., pues tiene unos re-
quisitos de crecimiento muy exigentes,
posee un amplio rango de hospederos y
no tiene una fase saprofitica en el suelo
(Boucias et al. 2000). N. rileyi no germina,
ni crece, ni esporula a temperaturas supe-
riores a 35°C, lo cual indica que no afecta
a vertebrados homeotérmicos. Los
conidios expuestos a jugos gastricos de
humanos se ipactivan rapidamente. Cuan-
do se administr6 a ratas en dosis de
1,1x107 conidios/litro de aire durante una
hora no se observaron anormalidades cli-
nicas, patolégicas o histopatoldgicas
(Ignoffo et al. 1979).

A pesar de lo promisorio que puede resul-
tar el uso de este entomopatdégeno, no
existe ningun bioplaguicida registrado a
base de este hongo ni en Colombia ni en
en el mundo, posiblemente por la dificul-
tad que presenta este microorganismo
para su produccién masiva, ya que tiene
unos requerimientos nutricionales especi-
ficos y es de desarrollo muy lento.

El logro de un bioplaguicida a base de
este hongo, implica el cumplimiento de
diversas etapas que garanticen la obten-
cion de un producto seguro, eficaz y
confiable. Dichas etapas comprenden el
aislamiento del microorganismo, la eva-
luacion de su actividad controladora, su
produccion masiva, estudios de preformu-
lacion, formulacion, determinaciéon de do-
sis y formas de aplicacion, estudios de
toxicidad, ensayos de campo, determina-
cion de los mecanismos de biocontrol,
estudios de impacto ambiental, caracteri-
zacion molecular, estudios de mercado y
patentamiento, entre otros (Gémez y
Villamizar 2000)

Una etapa importante en el desarrollo de
estos biocontroladores es la prefor-
mulacién, la cual se define como el
conjunto de actividades organizadas con-
ducentes a la determinacion de las carac-

teristicas del principio activo y de los cam-
bios quimicos, fisicos y microbiolégicos que
éste puede sufrir sélo o al combinarlo con
los auxiliares de formulacién necesarios
para la elaboracién del producto final
(Gémez y Villamizar 2000).

Basados en los resultados de los estudios
de preformulacion, se desarrollan los es-
tudios de formulacién, cuyo objetivo es
lograr la combinacién correcta de ingre-
dientes de tal manera que el ingrediente
activo junto con los excipientes forme un
bioplaguicida estable, efectivo, seguro, de
facil aplicacion y aceptable para su uso
(Morales 1993).

Los bioplaguicidas pueden ser formulados
en diferentes presentaciones: los polvos
para espolvoreo que se aplican directamen-
te sobre las plantas empleando equipos
adecuados. En éstos, la materia activa se
encuentra dispersa en un vehiculo inerte
solido y si es necesario se anaden al mis-
mo agentes de fluidez y estabilizantes
(Barbera 1976). Los polvos para reconsti-
tuir se presentan en forma de un polvo
capaz de ser mojado y mantenerse en sus-
pension en el agua durante un periodo de
tiempo largo (Barbera 1976). Los granula-
dos tienen aspecto de arenilla con tama-
nos de particula que oscilan entre 0,2 y
1,5 mm, ésta contiene el principio activo,
el vehiculo y el adherente (Barbera 1976).
Los liquidos emulsionables constan de un
principio activo en un medio graso apro-
piado al que acompanan los coadyuvantes
necesarios, en estos productos su dilucion
en agua produce emulsiones formadas por
gotitas finas de la formulacién dispersas
en agua.

La mayoria de las formulaciones de
bioplaguicidas existentes en el mercado
para el control de insectos plaga, fitopa-
tébgenos y malezas, estan basadas en for-
mas secas, polvos mojables o polvos de
reconstitucion en vehiculos oleosos. El
diseno de la formulacion depende de la
plaga, el sitio en que el plaguicida debe
ser localizado, las condiciones medio-
ambientales y el tipo de usuario al cual el
producto sera vendido (Gémez y Villamizar
2000).

Por tal razon, el propésito del presente tra-
bajo fue el de estandarizar un medio de
cultivo econémico para la produccién de
conidios de N. rileyi y desarrollar prototi-
pos de bioplaguicida para el control de S.
frugiperda.

Materiales y Métodos

Microorganismo y medios de cultivo.
La cepa que se utilizo en el presente estu-
dio fue el hongo entomopatégeno N.
rileyi, proveniente de Corpoica C.I. Palmira,
la cual fue aislada de larvas enfermas de S.
frugiperda recogidas en campo. Esta cepa
se encuentra conservada en medio extrac-
to de malta - extracto de levadura (YM)
bajo aceite mineral estéril a una tempera-
tura de 8°C y fue codificada como Nm 004
en el Banco de Germoplasma del Labora-

torio de Control Biolégico del Programa
Nacional de Manejo Integrado de Plagas
de Corpoica C.I. Tibaitata.

Medios de producciéon masiva. Ya que
el principal requerimiento del hongo es la
presencia de una fuente de nitrégeno or-
ganico en el medio de cultivo, se evalua-
ron diferentes hidrolizados de proteina,
adicionados a matrices solidas adecuadas.

Preparacioén de los hidrolizados de pro-
teina

Se realizaron hidrolizados proteicos utili-
zando aquellas fuentes de nitrogeno que
indujeron esporulacion en los medios en
caja de Petri: levadura seca, soya y malta.
Los hidrolizados se obtuvieron siguiendo
el método propuesto por Diaz y Forero
(1997).

Produccién masiva. La produccion ma-
siva de N. rileyi se realiz6 en bandejas de
aluminio y en bolsas de polietileno de alta
densidad que contenian diferentes matri-
ces solidas (salvado de trigo para las ban-
dejas y arroz y frijol soya para las bolsas),
matrices comanmente utilizadas en estos
dos sistemas de produccion.

Preparacion de bandejas de aluminio

En bandejas de aluminio de 20 cm de lar-
go por 14 cm de ancho y 3 cm de profun-
didad, se pesaron 34 g de matriz soélida
(salvado de trigo) y se humedecieron con
120 ml del hidrolizado de proteina. Las
bandejas se cubrieron con papel de alumi-
nio y se esterilizaron durante 35 minutos
a 121°Cy 15 psi. Cada tratamiento consis-
tié en la matriz sélida humedecida con
cada hidrolizado de proteina. Se utiliza-
ron cinco unidades experimentales por tra-
tamiento.

Preparacion de bolsas de polietileno

En bolsas de polietileno de alta densidad
dobles, se colocaron 100 g de arroz o mi-
llo con 80 ml del hidrolizado de proteina.
A las bolsas se les acondicion6é un cuello
en el que se ajusté un tapon de algodon y
se esterilizaron durante 35 minutos a
121°Cy 15 psi. Cada tratamiento consistio
en la matriz so6lida humedecida con cada
hidrolizado de proteina. Se realizaron cin-
co repeticiones por cada tratamiento.

Tipos de indéculo. Con el objetivo de eva-
luar distintos tipos de inéculo para la pro-
duccion masiva de conidios de N. rileyi, se
probaron para la produccién en bandeja
los siguientes: suspension de conidios que
contenia 1x107 conidios.ml'y precultivo
liquido crecido en medio YM sin agar du-
rante 7 dias y para la producciéon en bolsa
se utilizé inoculaciéon con fragmentos de
medio de cultivo (YM) crecido con el hon-
go durante 15 dias.

Las bandejas se cubrieron con una lamina
plastica permeable al gas para evitar posi-
bles contaminaciones y para permitir el
intercambio de gases, facilitando el creci-
miento del hongo (Marino 2001). Las bol-
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sas se taparon de nuevo con el tapon de
algodon y se sellaron con cinta de enmas-
carar (Gomez y Villamizar 1996).

Las bandejas y las bolsas se dejaron incu-
bando en un cuarto de crecimiento con
luz constante a una temperatura de 25°C.

Evaluacion de resultados

Para evaluar el rendimiento de cada medio
de cultivo, se utilizé la técnica de conteo en
camara de Neubauer, la cual permitié de-
terminar el nimero de conidios producidos
por gramo de medio en cada tratamiento,
a los 10 dias de incubacién. Estos tiempos
son los comanmente utilizados para la pro-
duccién de conidios de los hongos fila-
mentosos trabajados en el Laboratorio de
Control Biolégico de Corpoica, seleccionan-
do como 6ptimo, aquel medio en el que se
presenté el rendimiento mayor. De igual
manera se determiné el tiempo 6ptimo de
incubacion.

Para la evaluacién en bolsas, se tomé6 un
gramo del medio esporulado de una uni-
dad experimental y se homogeneizé ma-
nualmente en erlenmeyers de 500 ml de
capacidad con 300 ml de solucion de Tween
80 al 0,1%. Cada evaluacion se realizoé por
triplicado, utilizando tres unidades experi-
mentales (tres bolsas) por tratamiento.

Para la evaluacion en bandejas, se tomaron
tres muestras de 1 cm? de medio por cada
unidad experimental. Estas se homoge-
neizaron en 300 ml de Tween 80 al 0,1%
dentro de ‘'una licuadora Osterizer® por 30
segundos a velocidad media. Cada evalua-
cion se realizo6 por triplicado, utilizando tres
unidades experimentales (tres bandejas)
por tratamiento.

Obtencion del principio activo

Utilizando el medio seleccionado, se proce-
di6 a la obtencion del principio activo con-
sistente en conidios puros y secos. El medio
esporulado con el hongo se lavé con una
solucion de Tween 80 al 0,1% para remo-
ver los conidios de la matriz solida. Se se-
pararon las particulas grandes de esta
suspension, haciéndola pasar por un cola-
dor. El liquido resultante se centrifugé en
una centrifuga de flujo continuo CEPA
77933® a 32.000 r.p.m. El sedimento con-
sistente en la biomasa hiimeda constituy6
el principio activo (conidios humedos) y el
tamano de éstos se determiné por obser-
vacion al microscopio con un lente micro-
métrico. Posteriormente, la biomasa
himeda se extendi6 en una bandeja de alu-
minio y se cubrio con papel absorbente para
permitir un mejor intercambio gaseoso, con
el fin de realizar el secado del principio acti-
vo durante 48 h a 25°C. Finalizado el tiem-
po de secado, los conidios se pulverizaron
en un mortero y se tamizaron por una ma-
lla de 45 pm para obtener un tamano de
particula homogéneo.

Elaboracion de prototipos

Con el principio activo (conidios secos) se
elaboraron dos prototipos de biopla-

gquicida siguiendo metodologias estanda-
rizadas previamente en el laboratorio. Los
sistemas de entrega disenados para el
bioplaguicida consistieron en un concen-
trado emulsionable y en un granulo
dispersable.

Caracterizacion de los prototipos

Viabilidad. Para evaluar la viabilidad se uti-
liz6 la técnica de recuento en placa, para
lo cual se tomé 0.1 g de cada prototipo y
se llevé a un volumen de 10 ml con solu-
cién de Tween 80 al 0,1%. A partir de esta
suspensién se realizaron diluciones
seriadas sembrando las diluciones 10, 10
7y 108 por triplicado en cajas de Petri con
medio YM y se incubaron por 96 horas a
25°C, tiempo en el cual se realiz6 el conteo
de unidades formadoras de colonia (UFC),
expresando los resultados como UFC.g'.

Germinacion. Esta prueba permite calcu-
lar el nimero de conidios viables por uni-
dad de volumen o peso en 24 h. Se tomé
0,1 g de cada tratamiento y se llevé a un
volumen de 10 ml con Tween 80 al 0,1%.
A partir de esta suspension se realizaron
las diluciones 10 y 10> sembrandolas en
cajas de Petri con medio YM. Transcurrido
el tiempo de incubacién (24 h), se agrego
una gota de azul de lactofenol con el pro-
posito de tenir los conidios del hongo. En
el microscopio con un aumento de 40X,
se realizé la lectura del nimero de conidios
totales (germinados y no germinados) en
10 campos Opticos seleccionados aleato-
riamente, expresando los resultados como
porcentaje de conidios germinados.

Concentracién. La cuantificaciéon de la con-
centracion de conidios permite determi-
nar el nimero de unidades infectivas por
unidad de peso o volumen (Vélez et al.
1997). Se tomé 0,1 g de cada prototipo y
se adicion6 a un volumen de 500 ml de
agua, esta suspension se agitoé vigorosa-
mente y se realizé el conteo de conidios
en la camara de Neubauer, expresando los
resultados en conidios por gramo.

Bioensayo

Para la determinaciéon de la actividad
biocontroladora de los preformulados, se
llevd a cabo un bioensayo bajo condiciones
de laboratorio. Para tal fin, se evaluaron
diferentes tratamientos que consistieron
en cada prototipo (granulo dispersable y
concentrado emulsionable), los excipientes
de los dos prototipos, el principio activo
(conidios secos), y conidios frescos prove-
nientes de cultivo en caja de Petri. Con cada
tratamiento se preparé una suspension en
una solucion de Tween 80 (0,1%) y se rea-
lizaron diluciones seriadas, las cuales se
ajustaron a una concentracion de 1x10°
conidios.ml'. Se asperjaron 0,4 ml de cada
tratamiento sobre una hoja de higuerilla
(Ricinus comunnis) y luego cada hoja se
infesté con dos larvas de segundo instar
de S. frugiperda, provenientes de una cria
establecida previamente. Se utilizoé un di-
seno experimental completamente al azar
con treinta repeticiones por tratamiento y

se utilizoé un testigo tratado al cual se le
aplicé una solucion de Tween 80 (0,1%).
Las lecturas de mortalidad se realizaron
cada 24 h durante dieciseis dias. Los re-
sultados de mortalidad se corrigieron con
la féormula de Schneider-Orelli (Ciba-Geigy
1973).

Analisis estadistico. Para todos los en-
sayos se utilizé un diseno completamente
al azar con tres repeticiones para los ensa-
yos de produccion masiva y 30 repeticio-
nes para el bioensayo. Para los estudios
de produccion masiva, la unidad experi-
mental fue una bandeja o una bolsa y para
los bioensayos, la unidad experimental
consistié en cada recipiente con una hoja
de higuerilla y dos larvas de S. frugiperda.
Todos los resultados se sometieron a un
analisis estadistico en el programa Sta-
tistix, mediante el cual se aplicé una prue-
ba de comparacion multiple de medias de
Tukey con una significancia de 0,05.

Resultados y Discusion

Medios de produccién masiva. En la
produccién de N. rileyi realizada en ban-
dejas con salvado de trigo humedecido con
cada uno de los hidrolizados proteicos (so-
lucion de malta e hidrolizados de levadura
y soya), se inocularon 10 ml de suspen-
sién de conidios, observandose crecimiento
micelial cinco dias después de realizarse la
inoculacién. El micelio en todos los casos
fue blanco y algodonoso y cubrio toda la
superficie de la matriz solida pasados siete
dias, tiempo después del cual el hongo
empez6 a esporular produciendo una co-
loracion verde claro en la superficie de la
matriz; posteriormente el cultivo tomo6 un
aspecto polvoso y seco en todos los trata-
mientos. Al décimo dia de incubacion, el
medio estaba totalmente colonizado, con
una abundante producciéon y desprendi-
miento de conidios.

En los tratamientos inoculados con 10 ml
de precultivo liquido, se observé micelio
blanco 24 h después de haberse realizado
la inoculacion y 48 h después se inicio la
esporulacioén de color verde claro por toda
la matriz sélida. Pasados siete dias de
incubacioén, los tratamientos presentaron
hiperparasitismo, efecto que no se obser-
vO en los tratamientos en los que la inocu-
laciéon se realizé con suspension de
conidios. Este hiperparasitismo posible-
mente se debié a que al inocular el medio
con precultivo liquido, la concentraciéon de
propagulos es mayor que en la suspen-
sion, lo que favorecio una rapida coloniza-
cion e iniciacion de la esporulacion y causo
el agotamiento de los nutrientes del me-
dio; sin embargo, al encontrarse el hongo
dentro de un sistema con una elevada hu-
medad relativa, los conidios producidos
probablemente germinaron y produjeron
micelio sobre la capa esporogena genera-
da, por tal razoén se recomienda para este
tratamiento un tiempo total de crecimien-
to no mayor a siete dias de incubacion.

Cuando la matriz sélida se inoculé con
suspension de conidios, el inicio del desa-



102

Revista Colombiana de Entomologia

Laura Villamizar & Cols.

rrollo micelial tomé mas tiempo que cuan-
do se utiliz6 como indculo el precultivo
liquido, esto posiblemente se debi6 a que
los conidios de la suspension requieren
un periodo de adaptacion al medio de cul-
tivo, mientras que al inocular con precultivo
liquido el hongo se encuentra en creci-
miento activo que se expresa como pellets
de micelio en el medio liquido y al pasarlo
al medio sélido, coloniza facilmente, ini-
ciando rapidamente la conidiaciéon sobre
la matriz sélida.

El rendimiento expresado como conidios
producidos por gramo de medio de culti-
vo esporulado para cada sistema de ino-
culaciéon fue: para el precultivo liquido
1,7x10° conidios.g™! con el hidrolizado de
soya, 1,1x10° conidios.g! con el hidroli-
zado de levadura y 2,1x10° conidios.g™!
con la solucion de malta, mientras que
para la inoculacién con suspension de
conidios se obtuvieron 1,2x10° conidios.g-
'con el hidrolizado de soya, 8,9x10°
conidios.g!' con el hidrolizado de levadu-
ray 1,4x10° conidios.g! con el refresco de
malta (Fig. 1).

La prueba de comparaciéon maualtiple de
medias de Tukey, con un a=0,02, no de-
tecto diferencias significativas entre los tra-
tamientos evaluados para la producciéon
masiva en bandejas. Las diferentes fuen-
tes de nitrégeno organico utilizadas no
tuvieron un efecto determinante en el ren-
dimiento de conidios.gr!, asi como tam-
poco lo tuvieron los dos sistemas de
inoculacion evaluados (precultivo liquido
y suspension de conidios). Sin embargo,
como se observa en la figura 1, el trata-
miento consistente en bandejas con salva-
do de trigo humedecido con solucién de
malta e inoculadas con precultivo liquido,
presenté el mayor rendimiento (2,1x10°
conidios.g!), por lo cual seria el sistema
de multiplicacién masiva mas adecuado
para la producciéon de conidios de N. rileyi
en bandeja. No obstante, la inoculacion
con precultivo liquido es un proceso que
aumenta los costos de produccién, ya que
se requiere de un tiempo de incubacién
total de 14 dias a partir del cultivo en caja
de Petri (siete dias para crecer el precultivo
en medio liquido y 7 dias para el creci-
miento en bandeja), incrementando el
consumo de energia, materiales y reactivos;
mientras que cuando la inoculacion se rea-
liza con suspension de conidios a partir de
caja de Petri, sélo se requieren 10 dias de
cultivo después de la inoculacion de las
bandejas y la produccién de conidios no
fue significativamente diferente de la ob-
tenida con precultivo, requiriendo menos
tiempo de incubacion y resultando en con-
secuencia mas econémico. Ademas, el he-
cho de utilizar un sistema bifasico de
produccién, implica mayor manipulacion
y por lo tanto mayor riesgo de contamina-
cién, como lo senalaron Gémez y Villamizar
en 1996, quienes evaluaron la multiplica-
cion de Metarhizium anisopliae en un sis-
tema de producciéon en dos fases, la
primera consistente en un medio liquido
de levadura-sacarosa inoculado directa-
mente con suspension de conidios y la se-

gunda en granos de arroz precocidos, ob-
teniendo una produccién de 4,3x10°
conidios.g! de arroz esporulado y 3x10°
conidios.g! de arroz esporulado al inocu-
lar con precultivo y con suspension de
conidios respectivamente; en este trabajo
se selecciond el sistema de inoculacién
directa con suspensién de conidios como
el méas adecuado, ya que la produccién en
dos fases aument6 el tiempo de incuba-
cién, propicié una contaminacién alta de
las unidades experimentales y una mayor
producciéon de micelio, con menor rendi-
miento de conidios por gramo de arroz
que cuando se inoculdé con suspension.
Por tal razén, para este estudio se seleccio-
né como sistema de inoculacién la sus-
pension de conidios provenientes de un
cultivo en caja de Petri en medio YM du-
rante 15 dias, ya que la produccién obte-
nida no present6 diferencias significativas
con respecto a la determinada cuando se
inoculé con precultivo y ademéas porque
este proceso reduce tiempo, energia, ma-
teriales y riesgos de contaminacion. El ren-
dimiento mayor utilizando este tipo de
inoculacién se observé cuando el salvado
se suplementoé con refresco de malta, sien-
do éste de 1,4x10° conidios.g! de salvado
esporulado, seleccionandose este medio
para la produccién en bandeja. La produc-
cién en bandejas con salvado se ha utiliza-
do eficientemente para otros hongos,
mostrando rendimientos similares a los
obtenidos en este trabajo para N. rileyi,
como lo indicé Castillo en el 2000, quien
realizé la produccién masiva de potencia-
les hongos antagonistas del hongo
fitopatogeno Sclerotium cepivorum en un
medio de salvado de trigo suplementado
con arroz y obtuvo rendimientos de
2,9x10° conidios.g! para Trichoderma sp.,
de 4,8x10° conidios.g’! para Beauveria sp.,
de 3,9x108 conidios.g’' para Aspergillus sp.,

de 1,1x10° conidios.g™! para Clonostachys
rosea y de 1x10° conidios.g! para Glio-
cladium virens, considerando este medio
de bajo costo, facil preparacion y adecua-
do para la produccién de conidios de es-
tos hongos.

En el sistema de produccion de conidios
de N. rileyi en bolsas con arroz o millo su-
plementado con los hidrolizados de pro-
teina, se evaluaron tres métodos de
inoculacién: precultivo liquido, discos de
medio YM esporulado y suspension de
conidios. En todos los casos se evidencio
la colonizacién del sustrato por la presen-
cia de micelio blanco en la superficie de
los granos, a partir del séptimo dia se ob-
servé una coloracién verde claro como sig-
no de esporulacion, la cual se torné intensa
y homogénea en todas la bolsas (Fig. 2).
La produccién en bolsas plasticas es de
facil manejo, permite el traslado facil de
las unidades de produccién (bolsas), de
un lugar a otro y la diseminacion rapida
del inéculo. Métodos similares de produc-
cién masiva sobre granos de cereales en
bolsas, han sido indicados para el hongo
entomopatégeno Beauveria brongniartii
por Aregger (1992), quien obtuvo 3,24
x10° conidios.g' de cebada después de 14
dias de incubacién, 1x10° conidios.g' a los
24 dias y 2x10° conidios.g! después de 42
dias de incubacién; Gémez y Villamizar
(1996) produjeron conidios de M. aniso-
pliae y M. flavoridiae en bolsas con arroz
precocido estéril y obtuvieron rendimien-
tos de 1x0'! conidios.g' de medio espo-
rulado para las dos especies; igualmente
Winder (1999) produjo Fusarium avena-
ceum en un medio consistente en granos
de trigo suplementado con extracto de
malta, con un rendimiento de 1x10°
conidios.g!.

RENDIMIENTO
(Log(conidios.g-1))

hidrolizado de soya

TRATAMIENTOS EN BANDEJAS

hidrolizado de
levadura

caldo malta

suspension de conidios M precultivo liquido

Figura 1. Produccién de conidios del hongo Nomuraea rileyi crecido en bandejas con
salvado de trigo. Resultados con la misma letra no presentan diferencias significativas
segun una prueba de Tukey con una significancia del 0,05%.
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El rendimiento de N. rileyi en conidios por
gramo de arroz esporulado obtenidos en
el presente estudio con cada tratamiento
evaluado fue: con el hidrolizado de soya de
6,5x10° conidios.g!; con el hidrolizado de
levadura de 9,7x10° conidios.g'y con la
soluciéon de malta de 3,7x10® conidios.g'.
La produccién de conidios de N. rileyi por
gramo de milio esporulado obtenidos en
el presente estudio con cada tratamiento
evaluado fue: con el hidrolizado de soya de
5,5x10° conidios.g™!; con el hidrolizado de
levadura de 1,9x10° conidios.g'y con el
refresco de malta de 1,1x10° conidios.g™! .

La prueba de comparacién muiltiple de
medias de Tukey con un a=0,02, no de-
tecto diferencias significativas entre los tra-
tamientos en que se utiliz6 como matriz
sélida arroz y se vario6 la fuente de nitroge-
no organico, sugiriendo que los hidroliza-
dos de proteina evaluados tuvieron similar
efecto sobre la produccion de conidios
cuando se realizé el cultivo en este
sustrato. La produccién en millo en todos
los casos fue superior y significativamente
diferente de la obtenida en arroz, sugirien-
do que el millo es mas eficiente desde el
punto de vista nutricional para la esporula-
cién de N. rileyi que el arroz, posiblemen-
te debido a que este sustrato presenta una
cuticula que dificulta ia disponibilidad de
nutrientes, mientras que en el arroz, los
carbohidratos estan muy disponibles, fa-
voreciendo el crecimiento vegetativo por
exceso de fuente de carbono y desfavo-
reciendo la.conidiacion, la cual se estimula
cuando la fuente de carbono esta en con-
centraciones bajas (Galbraith y Smith
1969).

Dentro de los diferentes tratamientos en
los cuales se utiliz6 como matriz sélida el
millo, el andlisis estadistico detect6 dife-
rencias significativas entre la utilizacion del
hidrolizado de levadura y las dos fuentes
de nitrogeno restantes, siendo el hidro-
lizado de levadura el que produjo el mayor
y estadisticamente significativo rendimien-
to de conidios por gramo de sustrato. La
mayor produccién de conidios con esta
fuente de nitrégeno se podria deber a que
la levadura no sélo es una fuente de nitro-
geno sino que contiene una gran canti-
dad de nutrientes como microelementos y
vitaminas como las del complejo B, para
los cuales se ha demostrado su efecto in-
ductor de la esporulaciéon (Villamizar
1998).

Silva y Loch (1987) produjeron HN. rileyi en
granos de arroz suplementados con ex-
tracto de levadura; sin embargo, el creci-
miento del hongo en este medio fue muy
pobre. El crecimiento micelial se obtuvo
solamente siete dias después de la inocu-
lacién y una esporulacion reducida se ob-
servo a los 15 dias de incubacion, el
rendimiento final fue de 6,65x10° coni-
dios.g! de arroz, resultado inferior al ob-
tenido en este estudio en el cual se
alcanzaron rendimientos superiores a
1x10°® conidios.g™! de arroz; es decir, aproxi-
madamente 100 veces mas conidios que
los obtenidos por los mencionados auto-

res. Esta produccién mayor podria deber-
se a diferencias intrinsecas de las cepas de
N. rileyi, a la fuente de nitrégeno utiliza-
da, o a diferencias en los niveles de hume-
dad de los granos de arroz que en el
presente trabajo pudieron favorecer la
esporulaciéon del hongo. Los hidrolizados
proteicos y las matrices sélidas utilizadas
en este trabajo son una alternativa promi-
soria para la produccion masiva de conidios
de N. rileyi, ya que en todos los casos, se
obtuvo un buen crecimiento micelial con
altos rendimientos de conidios. Los com-
ponentes usados para los medios de culti-
vo son faciles de conseguir y su costo bajo,
lo cual podria hacer a estos medios ade-
cuados para una produccién a nivel indus-
trial.

A pesar de que el rendimiento en conidios
por gramo de sustrato fue mayor en el
mejor tratamiento en bandejas con res-
pecto al mejor tratamiento obtenido en
bolsas, la separaciéon de conidios a partir
del salvado utilizado para las bandejas fue
mas dispendiosa y poco practica para ser
utilizada a nivel industrial, por tal razén se
seleccioné la produccién en millo para con-
tinuar con los estudios de preformulacion.
La separacion de conidios a partir de los
granos de millo fue muy sencilla y no se

observaron pérdidas significativas ya que
la superficie del grano quedé totalmente
limpia.

Caracterizacion de los prototipos de
bioplaguicida. Se desarrollaron dos pro-
totipos de bioplaguicida diferentes a base
de N. rileyi, los cuales consistieron en un
concentrado emulsionable y en un gra-
nulado dispersable. Estos fueron caracteri-
zados por medio de pruebas de viabilidad,
germinacién, humedad y concentracion
(Tabla 1).

Los resultados de concentracion obteni-
dos para los dos prototipos fueron de 1,2
x 10° conidios.g™! para el granulo disper-
sable y de 8,1 x 10° conidios.g™' para el
concentrado emulsionable, resultados que
no fueron estadisticamente diferentes en-
tre si. Estas concentraciones se conside-
ran adecuadas para este tipo de productos
y son las cominmente encontradas en los
productos comerciales a base de hongos
entomopatdégenos. Para la reconstitucion
de los productos se recomendaria una re-
laciéon de 1 kg en 200 | de agua, que se-
ran utilizados por hectarea, siendo esta
cantidad adecuada y similar a la utilizada
con plaguicidas quimicos, lo que no cam-
biaria drasticamente las costumbres del
agricultor.
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Figura 2. Producciéon de conidios del hongo Nomuraea rileyi crecido en bolsas con arroz.
Resultados con la misma letra no presentan diferencias significativas segtn la prueba de

Tukey con una significancia del 0,05%.

Tabla 1. Caracterizacién de los preformulados a base de Nomuraea rileyi. Resultados con
la misma letra no presentan diferencias significativas segin una prueba de Tukey con una

significancia del 0,05%

Granulo Concentrado
Preformulado Dispersable Emulsionable
Concentraciéon (Conidios.g™!) 1,2 x 10°a 8,1 x 10°a
Viabilidad (UFC.g™") 1x 10°a 7.6 x 10°a
Germinacion (%) )(18h) 68 b 91,2 a
Humedad (%) 9,0 a 6,8 a |
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En estos prototipos, se obtuvo una viabili-
dad de 1x10° UFC.g! para el granulo
dispersable y de 7,6 x 10° UFC.g' para el
concentrado emulsionable, no siendo es-
tos resultados significativamente diferen-
tes de acuerdo con la prueba de Tukey. Al
comparar estos resultados con los obteni-
dos en concentracion, se podria pensar
que la mayoria de los propagulos conta-
dos al microscopio estan viables y que los
excipientes o el proceso de formulacion
no afect6 significativamente la viabilidad
de las células.

Para la prueba de porcentaje de germinacion
se observo que el granulo dispersable pre-
sentd una germinacion significativamente
inferior a la del concentrado emulsionable,
siendo ésta del 68% para el granulo
dispersable mientras que para el concen-
trado emulsionable, la germinacion fue del
91,2%. Estas diferencias en germinaciéon
pudieron deberse al proceso de formula-
cion ya que para la elaboracion del granu-
lado dispersable, las esporas se ven
sometidas a dos operaciones de secado,
mientras que para el otro formulado solo
se realiza un secado. Este doble secado
pudo haber afectado drasticamente a las
células, dicho proceso es uno de los mas
limitantes en la estabilidad de los micro-
organismos ya que puede producir pérdida
de agua intracelular, cambios enzimaticos,
genéticos y dano de la membrana celular
(Bahamon et al. 2001).

Los valores ¢de humedad determinados
para los prototipos fueron de 9,8 y 6,3%
para el granulo y el concentrado emul-
sionable respectivamente, valores que se
encuentran dentro del limite establecido
como aceptable para productos de este
tipo, el cual debe ser inferior al 10%

(Marino 2001). Sin embargo, en el proce-
so de formulacién podria optimizarse el
secado para lograr humedades inferiores
al 5% que garanticen mayor estabilidad
del microorganismo bajo condiciones de
almacenamiento.

En la determinaciéon de la actividad
biocontroladora de los diferentes proto-
tipos, se obtuvieron cuatro grupos que
presentaron diferencias estadisticas. El
primero, el cual produjo los porcentajes
mayores de mortalidad de larvas de S.
frugiperda, estuvo conformado por los
conidios puros tanto provenientes de
caja de Petri como el principio activo de
los formulados consistente en conidios
puros y secos provenientes del cultivo en
millo, con mortalidades acumuladas de
87,1 y 82% respectivamente. El segun-
do grupo significativo consistié en el
concentrado emulsionable, el cual cau-
s6 una mortalidad del 64%, seguida por
el tercer grupo estadistico consistente en
el granulo dispersable que produjo una
mortalidad del 30,7% y por ultimo, los
excipientes y los testigqos que causaron
mortalidades inferiores al 10% (Fig. 3).

Estos resultados indican que las dos
formulaciones afectaron la actividad
biocontroladora del microorganismo,
obteniéndose porcentajes de mortalidad
significativamente inferiores con los proto-
tipos en comparacién con los conidios sin
formular, lo cual se puede deber a las ope-
raciones de cada proceso o a alguno de los
adyuvantes de formulaciéon que podrian
afectar las células o interferir en el proceso
de infeccion. También se observaron dife-
rencias estadisticas entre los dos formula-
dos, siendo mas eficiente el concentrado
emulsionable que el granulo dispersable.

100 -

Mortalidad corregida (%)
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—&— Testigo fratado
—&— Excipientes concentrado emulsionable \
—>¢—Grdnulo dispersable \
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—®— Conidios provenientes de cafa
‘ —+— Conidios provenientes de bolsa

Figura 3. Actividad biocontroladora de los preformulados a base de Nomuraea rileyi.
Resultados con la misma letra no presentan diferencias significativas segun la prueba de

Tukey con una significancia del 0,05%.

Esto se podria relacionar con los resulta-
dos de germinacion, ya que como se men-
cioné anteriormente, los conidios presentes
en el granulo dispersable tienen una
germinacion inferior a la del concentrado
emulsionable, siendo éste uno de los
parametros fundamentales en el mecanis-
mo de accién (Clarkson y Charnley 1996),
que pudo repercutir en la actividad biocon-
troladora baja del producto.

Para los dos prototipos, los excipientes o
adyuvantes no causaron ningun efecto
negativo sobre las larvas del gusano
cogollero del maiz, indicando que el efec-
to biocontrolador de los prototipos se debe
a la accion del hongo entomopatégeno.

El concentrado emulsionable se seleccio-
né para continuar con los estudios de for-
mulacioén, en los cuales se buscara la causa
de la disminucion de la actividad biocon-
troladora en los productos formulados, se
ajustara la composicion de los prototipos
y se optimizaran las operaciones del pro-
ceso para lograr una mayor eficiencia
biocontroladora.

Conclusiones

* El método de inoculacién para el siste-
ma de produccion en bandeja mediante el
uso de una suspension de conidios fue el
mas adecuado.

* La produccién masiva sobre las matrices
sélidas salvado de trigo suplementado con
malta e inoculado con suspension de
conidios en bandejas y los granos de millo
suplementados con el hidrolizado de leva-
dura e inoculados con discos de agar YM
crecidos con el hongo durante 15 dias en
bolsa fueron seleccionados como los sis-
temas mas eficientes para la produccion
de conidios de N. rileyi.

¢ Las dos formulaciones afectaron negati-
vamente la actividad biocontroladora del
microorganismo.

* El concentrado emulsionable fue el pro-
totipo mas adecuado para continuar con
los estudios de formulacion y optimizacion.
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