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ABSTRACT

Existen cultivos de gran importancia econémica en nuestro pais que
son afectados por diferentes plagas, siendo Bemisia tabaci una de
ellas, por lo que se ha realizado este trabajo con el objetivo de
evaluar la posibilidad de reproduccioén de las cepas Pz-5 y LBPf-4 del
hongo entomopatdégeno Paecilomyces fumosoroseus sobre diferen-
tes sustratos, tanto por via liquida como sdlida, analizando sus con-
troles de calidad. Los resultados mostraron la posibilidad de utilizar
la cabecilla de arroz como mejor soporte sélido para la propagacion
de este microorganismo, donde se alcanzan concentraciones de
8-9 x 10° con/g.e., mientras que la combinacién de levadura torula al
1% y melaza al 2% resulté superior y significativamente diferente a
los otros medios ensayados, alcanzando un titulo de 10° esporas/mL.

Palabras clave: Bemisia tabaci, Paecilomyces fumosoroseus, repro-
duccién

There is economic important crops in our country affected by different
pests, being Bemisia tabaci one of them. That is why this work was
made with the objective of evaluate reproduction possibility of Pz-5
and LBPf-4 strain of entomopathogenous fungus Paecilomyces
fumosoroseus on different substrates by liquid and solid way, analysing
its quality control. Results showed possibility to use cabecilla de
arroz as better solid support for propagation of this microorganism,
where are reached concentrations of 8-9 x 10° con/g.e. Combination
of leavening torula at 1% and molasses at 2% has been superior and
significantly different to other medium assayed, reaching a title of 10%
spores/mL.
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INTRODUCCION

A escala mundial se estd trabajando con estos hongos
entomopatégenos. En China mas de diez millones de hec-
tareas forestales son protegidas por métodos biolégicos.
En América Latina, especificamente en Brasil, 160 000 ha
son tratadas con mico-insecticidas [Antia-Lodono et al.,

1992].

En Cuba desde la década del ochenta se crearon en cada
provincia los primeros laboratorios de produccién. En la
actualidad existen 220 Centros de Reproducciéon de
Entomoéfagos y Entomopatégenos (CREE), con una ca-
pacidad de produccién de mas de 20 t anuales, todos aten-
didos por el sistema estatal de sanidad vegetal de Cuba.
Estos biopreparados protegieron alrededor de 572 000 ha
en toda la isla durante 1999.

En nuestro pais existen numerosos cultivos que son ata-
cados por diferentes especies de insectos que provocan
graves dafios en la economia del pais. Estas plagas son
reguladas por algunos hongos entomopatégenos, entre
ellos P fumosoroseus. Entre las mas frecuentes esta Bemisia

tabaci (Gennadius), conocida con el nombre de mosca
blanca, la cual ataca diversos cultivos como los citricos y
el frijol. Los mas afectados son la frutabomba, el tomate,
el aji, el pimiento, la yuca y los cafetos [Vidal, 1998],
entre otros, y el Thrips palmi Karni, detectado en noviem-
bre de 1996 y que afecta seriamente a varios cultivos de
importancia econémica [CNSV, 2000].

Constituye una necesidad actual y econémica para el pais
la bisqueda de nuevas alternativas de microorganismos
que amplien las capacidades productivas de los CREE y el
rango de plagas que se han de combatir por estos méto-
dos, asi como perfeccionar las tecnologfas existentes que
permitan reducir los insumos en divisas, diversificar las
materias primas a partir de las disponibilidades de cada
territorio, incrementar la calidad de los biopreparados que
se obtienen y perfeccionar el sistema de aseguramiento
de la calidad de la produccion.

Al tener en cuenta que los hongos entomopatégenos cons-
tituyen uno de los principales grupos de microorganismos
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que se utilizan en el pafs para el control biolégico, se
proponen los siguientes objetivos para este trabajo: estu-
diar el comportamiento del hongo Paecilomyces fumosoroseus
sobre diferentes soportes sélidos y liquidos, asi como su

calidad.

MATERIALES Y METODOS

Se tomaron dos cepas nativas del hongo entomopatégeno
Paccilomyces fumosoroseus denominados Pz-5 y LBPf-4, proban-
dole su desarrollo en diferentes sustratos sélidos y liquidos.

Propagacion en soporte s6lido

Se emplearon en este ensayo frascos de 500 mL de capaci-
dad con los siguientes sustratos: cabecilla de arroz (100 g),
cascara de arroz (100 g), cabecilla de arroz 50 g + césca-
ra de arroz 50 g.

La esterilizacion se realizé durante 40 minutos a 121°C.
El pH se ajust6 entre 6,2-6,5. Los frascos se inocularon
con 10 mL de una suspensiéon 107 con/mL del hongo e
incubados durante 10 dias de forma estatica a tempera-
tura de 25 + 2°C.

Se determind la concentracion de conidios en el soporte
solido utilizando la cAmara de Neubauer.

La viabilidad de las esporas se realiz6 en portaobjetos con
medio PDA inoculadas con una suspensioén del hongo de
10° con/mL, e incubadas en cAmara htiimeda durante 16-18 h.
El porcentaje de conidios fue determinado por conteo al
microscopio 6ptico (40X).

También se realizaron observaciones al microscopio 6pti-
co del crecimiento del hongo cada dia desde las 24 h
hasta los diez dias.

Para determinar la virulencia se aplicé el biopreparado a
la dilucién de 10® con/mL sobre 50 moscas blancas u se
calcul6 en forma de por ciento.

Cultivo del hongo en medio liquido estatico

Se utilizaron frascos de 500 mL de capacidad con 100 mL
de los siguientes medios: melaza 20 g/L + levadura torula
10 g/L, cabecilla de arroz 20 g/LL + aztcar 10 g/l + CaCO, 1g/
L, harina de maiz 20 g/L + azacar 10g/L.

Para la confeccién del primer medio, la levadura torula
con el agua se esteriliza a 1,5 atm durante 40 min. Poste-
riormente se le afade el otro producto (melaza).

El pH de los medios se ajust6 entre 6,2-6,5. La esteriliza-
cién se realizé a 121°C durante 20 min. Se inocularon
con ImL de una suspension de 107 con/mL. La incubacién
se realiz6 durante 10 dias a temperaturas de 25° C.

Las experiencias anteriores fueron evaluadas por conteos
de conidios en cdmara de Neubauer y se montaron cua-
tro réplicas por variantes.

RESULTADOS Y DISCUSION

Propagacion en soporte s6lido, comportamiento
del crecimiento, viabilidad y virulencia

En las tres variantes probadas la cabecilla de arroz resul-
t6 ser la que obtuvo mejores valores de concentraciéon con
titulos entre 8-9 x 10® con/g, y la esporulaciéon fue com-
pleta a las 72 h, aunque entre LBPf-4 y Pz-5 existieron
diferencias significativas, no siendo asi para la variante
de la cascara de arroz + cabecilla de arroz, en la cual no
hubo diferencias (Fig. I).
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Figura 1. Evaluacién de diferentes sustratos sélidos
para la reproduccién de Pz-5 y LBPf-4 en soporte sélido.

Los resultados corroboran lo expresado por Lépez
(1995), quien reprodujo P. lilacinus sobre cabecilla de
arroz, y obtuvo titulos de 9 x 10® con/mL, y coinciden
con los resultados de roducciones sobre cabecilla de
arroz que realizan en el CREE San Juan de la provin-
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cia de Pinar del Rio, donde reproducen P. fumosoroseus y
obtenen titulos de 6,7 x 10® con/mL [comunicacién per-
sonal], al igual que Fonseca et al. (1995), que obtuvie-
ron en los medios cabecilla de arroz, cascara de arroz
con maleza macerada, cascara de arroz con cabecilla y
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céscara con polvo de arroz y maleza los mayores valores de
crecimiento y esporulaciéon en la reproduccion del hongo
Verticillium lecanii, para el control de Coccus viridis Green en
cafeto.

Goémez-Carneiro (1992) utilizé la reproduccion bifasica
primero en medio liquido de arroz, después arroz esté-
ril en bolsas de polipropileno con resultados muy favora-

bles [citado por Lopez, 1995].

Los resultados con cdscara de arroz en los que se obtuvie-
ron titulos entre 1-8 x 10% con/g, indican que mientras
dispongamos de los sustratos cabecilla de arroz y cabeci-
lla + cascara de arroz, sean los antes mencionados los
utilizados, si no, tenerlo en cuenta como una alternativa
de produccioén, ya que para el caso de la cascara de arroz
su esporulacién resulté ser mas lenta y mucho mas para
el aislado LBPf-4.

Los cambios morfofisiol6gicos del crecimiento del hongo
en el medio sélido, se evidenciaron porque la superficie
de las particulas de cabecilla de arroz son cubiertas a las
48 h por la red micelial en forma de copos blancos, y
luego comienza la esporulacién del hongo, notandose a
las 72 h esporas de color lila claro para Pz-5, mientras
que para LBPf-4, es un lila intenso. Gran cantidad de
esporas con pocas hifas se observan a los siete dias. Estas
esporas poseen una capa protectora que los hace mas re-
sistentes a los cambios ambientales, lo que no ocurre con
las esporas crecidas en los medios liquidos [Fernandez-
Larrea, 1989].

En los biopreparados estudiados la mayor concentracion
de conidios se obtuvo a los 10 dias con el medio sélido
cabecilla de arroz, con diferencias entre el aislado Pz-5y
LBPf-4, para resultar significativamente superior al resto
de los medios probados (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas biol6gicas de los biopreparados sélidos, concentracién,

viabilidad y su virulencia

Cepas Sustratos Cambios Concentraci6 | Viabilidad | Virulencia
morfofisiologicos n (%) (%)
(con/mL)
Pz-5 Cabecilla | Hifas a las 48 h 9,10x 10° a 92 98 a
de arroz | de crecimiento
Esporulacién a las 72 h
Gran cantidad de conidios
a los ocho dias
Céscara de | Hifas alas 56 h 2,05x10% ¢ 85 87 ¢
arroz de crecimiento
Esporulaciéon completa
alas 96 h
Gran cantidad de conidios
a los nueve dias
Cabecilla | Hifas a las 48 h 8,50x10% b 89 95 b
de arroz de crecimiento
+ Esporulacion completaalas 72 h
cascara de | Gran cantidad de conidios
arroz a los siete dias
LBPf-4 Cabecilla | Hifas alas 48 h 8,02x10% b 89 95 b
de arroz | de crecimiento
Esporulacién a las 72 h
Gran cantidad de conidios a
los ocho dias
Cascara | Hifasalas 56 h 1,20x 108 d 84 85 ¢
de arroz de crecimiento
Esporulaciéon completa
alas96 h
Gran cantidad de conidios a
los nueve dias
Cabecilla | Hifas alas 48 h 820x10% b 89 94 b
de arroz de crecimiento
+ Esporulacién completa a
cascarade | las 72 h
arroz Gran cantidad de conidios a
los siete dias
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El aislado Pz-5 obtuvo un 92% de viabilidad a los 10 dias
sobre el sustrato solido cabecilla de arroz, mientras que
LBPf-4 resulté ser de un 89%.

Los porcentajes de mortalidad se encuentran dentro de los
valores planteados en las Normas Cubanas 72 03/1993,
al ser altamente susceptible a la concentracion de 10°
con/mL, donde el aislado Pz-5 obtuvo 98 % de insectos
infectados por el hongo, mientras que con LBPf-4 fue de
un 95 %, siendo para los dos casos superiores a los plan-
teados por Vidal (1997b) y Herrera (1999) sobre mosca
blanca.

Propagacion en medios liquido-estaticos,
comportamiento del crecimiento, viabilidad
y virulencia

Los resultados indican que la combinacién de levadura torula
al 1% y melaza al 2 % result6 superior y significativamente
diferente a los otros medios ensayados. En este medio se al-
canzo6 un titulo de 10% esp/mL a los 10 dias de cultivo, con
diferencias significativas en los valores de concentracién en-
tre LBPz-4 y Pz-5 en todos los medios. Especificamente para
el medio nimero 1 los valores de concentracién resultaron
ser de 8,5 x 108 para Pz-5, mientras que para LBP-4 fue de
2,1 x 10% con/mL (Fig. 2).
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Figura 2. Crecimiento de LBPf-4 y Pz-5 en diferentes medios de
cultivos liquidos en condiciones estaticas.

Los resultados corroboran lo expresado por Prescott y
Dumm (1967), quienes plantean que la levadura torulay
la melaza son ricas en elementos minerales y organicos,
incluyendo vitaminas. Esto explica que la presencia de
estos nutrientes en medio liquido se traduzca en un me-
jor crecimiento del hongo, los cuales refieren la necesidad
de la incorporacién en los medios de cultivo de vitaminas
y minerales para obtener un buen desarrollo y esporulacion
de los hongos citado por Lopez (1995).

Estos resultados fueron corroborados con las produccio-
nes liquidas, que fueron realizadas en el CREE de San Luis,
en la provincia de Pinar del Rio, donde reprodujeron P
fumosoroseus con melaza + levadura torula, y se obtuvieron
titulos de 6,7 x 10% con/mL [comunicacién personal]. En
cuanto a los medios de harina de maiz y cabecilla, se alcan-
z6 titulos de 107 con/mL, aunque entre ellos existieron dife-
rencias significativas en los valores de concentracién. En
Cuba tanto la cabecilla de arroz como la harina de maiz
son considerados sustratos de bajo costo y de mayor dispo-
nibilidad, por lo que no debemos olvidarnos de estos como
otra alternativa para la reproduccién de P fumosoroseus en
medio liquido-esttico, en momentos que no se disponga
del primer medio, aunque los valores obtenidos de concen-
tracion fueron mas bajos.

Estudiando el crecimiento de P, fumosoroseus en los dife-
rentes medios de cultivo mediante observaciones al mi-
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croscopio 6ptico desde las 48 h hasta los 10 dias se pudo
constatar que en el medio liquido (melaza + levadura
torula) las hifas se presentan gruesas con un tamano de
3,5 umy abundantes, la esporulacién es completa en este
medio, mientras que en el 2 y 3 se observan numerosos
conidioforos y esporas en proceso de germinacion. El hongo
presenta la caracteristica de un micelio fino de 2,0-3,5
wm, mucho mas escaso en el medio 3.

La determinaciéon de la concentracién de conidios pro-
ducidos en los medios de cultivos, es una de las formas de
evidenciar su potencialidad para provocar patogenicidad
en las plagas que ellos controlan, ya que este es uno de
sus mecanismos de accién. Los valores del medio (melaza
+ levadura torula) son superiores a los expresados por
Altre en el ano 2000.

No obstante la disminucién de la produccién de esporas,
especificamente en algunos de los biopreparados de medio
liquido-estatico, las que aparecen se encontraban aptas para
germinar a los 10 dias, lo que se refleja por la viabilidad
obtenida en todos los casos, entre un 80 y 89%, mucho mas
elevada que las obtenidas por Vidal en 1997. Los porcenta-
jes de mortalidad se encuentran dentro de los valores plan-
teados en las Normas Cubanas 72 03/1993, al ser altamen-
te susceptible a la concentracién de 10® con/mL, donde el
aislado Pz-5 obtuvo 93 % de insectos infectados por el hon-
go, mientras que LBPf-4 fue de un 90 % (Tabla 2).



Cepas | Medios Cambios morfofisiolégicos Concentracién | Viabilidad | Virulencia
(con/mL) (%) (%)
Pz-5 Melaza | Micelio grueso a las 48 h 8,52 x10% a 88 93 a
+ Esporulaciéon completa a las 96 h
levadura | Gran cantidad de conidios
torula a los 10 dias
Harina | Micelio fino 9,27 x 107 ¢ 83 80 ¢
de maiz | Conidi6foro en formacién a las 96 h
Poco crecimiento a los 10 dias
Cabecilla | Poco micelio muy fino 7,36 x 107 d 88 79 ¢
Conidi6foro en formacion a las 96 h
Pocas esporas y poco crecimiento
LBPf4 | Melaza | Micelio grueso a las 56 h 6,78 x 10% b 85 90 b
+ Esporulacién a las 96 h
levadura | Cantidad de conidios a los 10 dias
torula
Harina | Micelio muy fino 7.26x 107 d 80 79 ¢
de maiz | Conidi6foro en formacién a las 96 h
Muy poco crecimiento a los 10
dias
Cabecilla | Poco micelio muy fino 5,23x 107 e 89 78 ¢
Conidi6foro en formacion a las 96 h
Pocas esporas y poco crecimiento
CONCLUSIONES

Reproduccion de dos

cepas nativas...

Tabla 2. Caracteristicas biolégicas de los biopreparados en medio
liquido-estatico, concentracién, viabilidad y virulencia

El aislado Pz-5 crecié mas rapido y proporcioné mejo-
res resultados de concentracion que el LBPf-4 sobre el
sustrato cabecilla de arroz, al igual que en el medio de
cultivo liquido (melaza + levadura torula).

Sobre la cabecilla de arroz y la combinacién de cascara
+ cabecilla, la viabilidad de los conidios resulta ser
superior a un 89 % para las dos cepas.

Los porcentajes de mortalidad fueron entre un 95 y
98% tanto para Pz-5 como para LBPf-4 en el soporte
de cabecilla de arroz como soporte sélido.

Resultaron mas viables los conidios propagados en el
medio liquido combinado (melaza + levadura torula)
y en el de cabecilla tanto para Pz-5 como para LBPf-4
por encima de un 85%.

Los porcentajes de mortalidad se encuentran dentro de
los valores planteados en la Norma Cubana 72 03/1993,
donde el aislado Pz-5 obtuvo 93% de insectos infecta-
dos por el hongo, mientras que LBPf-4 fue de un 90%
para el soporte liquido de melaza + levadura torula.
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