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PRESENTACION

Los microorganismos representan un grupo de importancia porque son responsables de la
dinamica de la transformaciéon de suelos y equilibrio de ecosistemas. Muchos aislamientos de
microorganismos son utilizados para la elaboracion de bioformulados para el control de plagas,
asi como para biofertilizantes.

Los bioformulados varian segun el tipo de portador utilizado en su preparacion, pueden ser
solidos o liquidos y pueden incluir osmoprotectores, agentes adherentes, nutrientes, etc., que
aseguren la calidad de los inoculantes microbianos, la cual radicara en el numero de células
viables presentes en el microorganismo.

Uno de los principales desafios para favorecer el éxito final en la aplicacion de los
bioformulados es hacer un adecuado control de calidad a través de métodos apropiados, que nos
permitan conocer las caracteristicas del producto terminado, con el fin de asegurar a los usuarios
un producto de calidad.

En la actualidad, los parametros de calidad considerados para formulaciones bioldgicas en su
mayoria son microbiologicos, sin tomar en cuenta las propiedades fisicoquimicas del producto o
los cambios que éstas pueden suftir a través del tiempo de almacenamiento (vida util), por lo
que se deben considerar todos estos pardmteros en el campo de control de calidad para mejorar
la produccion de bioformulados en el mercado nacional.

En este contexto, el Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias — INIAP, a través del
Departamento de Proteccion Vegetal de la Estacion Experimental Santa Catalina (EESC), inici6
trabajos conjuntos con el Instituto Interamericano de Cooperacion para la Agricultura - [ICA y
AgResearch Ltd. - Nueva Zelanda, entre los cuales esta la estandarizacion de metodologias de
laboratorio de los principales parametros microbiologicos y fisicoquimicos para el control de
calidad de bioinsumos formulados utilizando hongos biocontroladores; asistiendo de esta
manera a la investigacion en el area de control biologico, la transferencia de tecnologia para
beneficio de agricultores y aportando al desarrollo de una produccion sostenible.

Este manual constituye una herramienta guia que describe de una forma didactica los
procedimientos utilizados en el Departamento de Proteccion Vegetal del INIAP para realizar
investigacion y servicios a clientes externos en el analisis de control de calidad de bioinsumos
con base en hongos biocontroladores, enfocandonos en el control de calidad del producto final,
es decir, productos elaborados listos para su uso o comercializacion.

El presente documento esta dirigido para técnicos de laboratorio que desean implementar un
control de calidad a su produccion de bioformulaciones de uso agricola.
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INTRODUCCION

En la actualidad, la preocupacion en la salud, medio ambiente y los efectos negativos de los
productos quimicos utilizados en la agricultura, han incidido en la busqueda de estrategias para
la disminucién del uso de plaguicidas toxicos; motivo por el cual, se investigan componentes
alternativos para el manejo integrado de plagas (Rubio y Fereres, 2005). El control biologico
(CB) es un medio especifico que permite mitigar poblaciones de plagas con el uso de uno o mas
microorganismos benéficos (biocontroladores), reduciendo el nivel de dafio econémico. Entre
los agentes biocontroladores de plagas estan bacterias, hongos, parasitoides, depredadores, entre
otros (Nicholls, 2008).

Los hongos biocontroladores de plagas pueden ser utilizados como ingrediente activo en el
desarrollo de bioinsumos, los cuales deben mantener su capacidad infectiva por un periodo
de tiempo considerable. La comercializacion de estos productos requiere de un control de sus
propiedades bioldgicas, fisicas y quimicas para asegurar al usuario su eficacia en el campo. Por
este motivo, las investigaciones también se han dirigido a desarrollar procedimientos para el
control de calidad de bioinsumos, los cuales permiten analizar periédicamente los productos
presentados en diferentes sustratos (ICA, 2017).

El control de calidad de un biocontrolador puede ser dividido en dos instancias importantes: la
primera considera el control durante la produccion para asegurar que las operaciones unitarias
sean Optimas, con el minimo porcentaje de riesgos de contaminacion. La segunda instancia
corresponde al control del producto final o producto terminado, que asegura que el producto
empacado y comercializado cumple con los estandares declarados para su registro. Los
objetivos mas importantes de un control de calidad son: corroborar las especificaciones
establecidas por el fabricante, mantener consistencia entre lotes de produccion y asegurar la
calidad del producto final (Ravensberg, 2011).

Entre los parametros mas utilizados en el control de calidad de productos bioldgicos estan: la
concentracion del numero de conidios por gramo o mililitro, la viabilidad del producto
expresado en unidades formadoras de colonia (UFC/g o ml), porcentaje de germinacion de
conidios y el porcentaje de pureza (Berlanga, 2006); sin embargo, existen otras especificaciones
importantes que deben considerarse en un bioformulado, tales como: virulencia, contenido de
humedad, tamafio de particulas, humectabilidad, actividad de agua, entre otras (Jenkins y
Grzywacz, 2000).

Vi






§ECCI(]N 1: CONCEPTOS Y GENERALIDADES DE CONTROL
BIOLOGICO, HONGOS BIOCONTROLADORES Y BIOFORMULACIONES

1. Control bhiologico

El control bioldgico es una practica agricola en constante crecimiento que busca disminuir los
efectos negativos que causan las plagas en los diferentes cultivos, mediante el uso de enemigos
naturales, que no necesariamente eliminan las poblaciones de plagas, pero si las mantienen en
niveles bajo el umbral de dafio econémico. Ademads, el uso de controladores bioldgicos
disminuye la aplicacion de sustancias quimicas sintéticas que ha traido como consecuencia la
aparicion de individuos resistentes, nuevas plagas y la contaminaciéon ambiental y del hombre
(Spadaro y Gullino, 2004).

Existen numerosos microorganismos empleados como agentes de control biolégico entre los
cuales estan los virus, bacterias, hongos, protozoos y nematodos; sin embargo, los hongos han
sido ampliamente estudiados por su gran variedad de especies y sus diversos mecanismos de
accion frente a plagas agricolas (Charnley y Collins, 2007).

Segun Grijalba et al. (2018), para que un microorganismo sea considerado como agente de
control biologico debe poseer algunas caracteristicas como:

* Inocuos para los seres humanos

*  No patogénico para los cultivos

* Estables genéticamente

e Capaz de sobrevivir y establecerse en condiciones adversas

e Eficaz para el control de determinada plaga a bajas concentraciones
*  Compatible con practicas de cultivo

e Facil de producir, usar y almacenar

*  Debe poseer especificidad

2. Hongos hiocontroladores

Los hongos son un grupo de microorganismos filogenéticamente diversos, heterdtrofos,
eucariontes, unicelulares o hifales (filamentosos), que presentan reproduccién por esporas
sexuales, asexuales o ambas (Humber, 2012); estos pueden actuar como promotores de
crecimiento, antagonistas o entomopatéogenos. Los hongos promotores de crecimiento vegetal
(PCV), son un conjunto de diferentes especies que pueden incrementar el crecimiento y
productividad en las plantas como los hongos micorricicos arbusculares (Gonzélez, Aguilar y
Rodriguez, 2012; Barrera, 2009). Los hongos antagonistas son componentes naturales del suelo,
encontrandose en materiales vegetales en estado de descomposicién en numerosos suelos de uso
agricola y tienen la capacidad de adaptarse a varios ambientes. Uno de los géneros mas
importantes por su accion antagoénica contra un amplio rango de hongos fitopatégenos es
Trichoderma, utilizado debido a su amplia distribucion, facilidad para ser aislado y producido
de forma masiva, sin causar efectos adversos al ambiente (Gomez, Soberanis, Tenorio y Torres,
2013).
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Por otro lado, los hongos entomopatégenos son empleados para el control de insectos, con mas
de 700 especies reunidas en 100 géneros (Nava, Garcia, Camacho y Vazquez, 2012). Entre los
mas utilizados estan Beauveria bassiana, Lecanicillium lecanii, Metarhizium anisopliae ¢ Isaria
fumosorosea (Goémez, Zapata, Torres y Tenorio, 2014). A continuacion, se describe al género
Trichoderma como ejemplo de antagonista y a los géneros Beauveria, Isaria y Metarhizium
como ejemplos de entomopatogenos.

El género Trichoderma presenta especies que son utilizadas en la agricultura como
biocontroladores (Pérez, Hermosa y Monte, 2017). Hongo filamentoso, anaerobio facultativo,
ampliamente distribuido en el mundo, puede sobrevivir en medios con contenidos significativos
de pesticidas y otros quimicos, son faciles de aislar y multiplicar, tienen la capacidad de asimilar
una amplia gama de sustratos, lo cual facilita su produccion masiva para uso en la agricultura y
ademas producen metabolitos antifingicos y enzimas hidroliticas que causan vacuolizacion,
granulacion, desintegracion del citoplasma y lisis celular en los organismos con los que
interactia, convirtiéndolos en excelentes biocontroladores (Martinez, Danay y Reyes, 2013).
Dentro de este género las especies mas estudiadas hasta el momento son: T. atroviride, T.
hamatum, T. asperellum y T. harzianum (Infante, Martinez, Gonzalez y Reyes, 2009).

Ademas de la capacidad antagonista de este género, tienen la capacidad de mejorar una amplia
gama de estreses abioticos, aliviar tensiones fisioldgicas como el envejecimiento de las semillas,
mejorar la absorcion de nutrientes en las plantas e incluso algunas cepas mejoran la eficiencia
fotosintética y probablemente las actividades respiratorias de las plantas (Shoresh, Harman y
Mastouri, 2010).

Las colonias de Trichoderma poseen crecimiento rapido con la presencia de micelio blanco de
textura algodonosa, que con el tiempo y la exposicion a la luz se tornan a coloraciones que van
desde verde amarillento a verde oscuro, esto depende de la cepa y del tipo de medio que se
utilice para su crecimiento (Mishra, Khan y Krishna, 2016).

La mayoria de las especies del género Trichoderma durante el desarrollo y crecimiento
presentan hifas de 5 -10 pm de ancho, que conforman el micelio hialino y septado con paredes
compuestas por quitina y glucano, donde se originan los conidiéforos. Las ramas principales del
conidioforo producen ramas laterales que pueden presentarse en forma verticilada o no, en la
mayoria de los casos, el conidiéforo termina en una o mas fialides con formas cilindricas o casi
subglobosas. Los conidios asexuales unicelulares son de color verde o hialino, lisos cilindricos y
oblongos con diametro promedio de 3 a 5 um, los cuales se encuentran en los extremos de los
conidioforos (Figura 1) (Martinez, Infante y Pereira, 2015).

Trichoderma bajo condiciones de estrés puede producir estructuras de resistencia que perduran a
través del tiempo conocidas como clamiddsporas, ubicadas en la parte terminal o intermedia de
las hifas, 5 a 10 veces mas grandes que los conidios, por contener grandes reservas de
lipidos (Rifai, 1969; Martinez et al., 2015).
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MANUAL DE ANALISIS DE CALIDAD PARA FORMULACIONES CON BASE EN HONGOS BIOCONTROLADORES I

Conidio
Fialide
Conidioforo

Hifa

Figura 1. Estructuras microscopicas de Trichoderma harzianum (conidiéforos, fialides
y conidios).

Es un parésito facultativo, heterétrofo que posee células quitinizadas, se encuentra de forma
natural en suelos, o parasitando un alto nimero de especies de insectos. Ataca a mas de 200
especies de insectos de diferentes ordenes como: coledpteros, dipteros, heteropteros,
homopteros, lepidopteros, tisandpteros. Entre las plagas mas importantes controladas por
especies del género Beauveria, estan la broca del café, la palomilla del repollo y el cupido del
platano (Vasquez, 2015). Ademas, no se reporta toxicidad a vertebrados y es compatible con
diversos ingredientes de formulacion, incluyendo aceites, emulsiones surfactantes, por lo que ha
sido empleado como ingrediente activo en un sinnimero de bioinsumos, actualmente en uso en
todo el mundo (Wraight et al., 2000).

El hongo entomopatdégeno Beauveria en medio de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA) presenta
aspecto algodonoso, polvoriento blanco, después de 14 dias de desarrollo, se vuelve amarillento
y cremoso (Gonzalez et al., 2012).

Microscopicamente Beauveria se caracteriza por presentar micelio blanco, conformado por
hifas septadas. Posee conidiéforos sencillos agrupados irregularmente o en grupos verticilados,
presentandose en forma de zig-zag; los conidios miden de 2,5 a 4,5um de didmetro, son
hialinos, lisos, redondeados a ovoides y unicelulares (Figura 2) (Humber, 2012).

Conidio
Fialide

Conidioforo

Figura 2. Estructuras microscopicas de Beauveria bassiana (conididforos, fialides y
conidios).
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Isaria (antes conocido como Paecilomyces) es un hongo entomopatogeno de interés agricola;
debido a su potencial como controlador de insectos plaga de diferentes ordenes, siendo
inofensivo contra organismos benéficos (Macias et al., 2013). Las infecciones causadas por
Isaria sobre insectos se reconocen por la coloracion rosado palido (I. fumosoroseus) o violeta
claro (I. lilacinus) (Gonzalez et al., 2012). Como la mayoria de las especies de hongos
entomopatogenos, el ciclo de infeccion consiste en la adhesion de las esporas, germinacion,
penetracion, crecimiento vegetativo y conidiogénesis (Gandarilla et al., 2018).

Las colonias del hongo sobre medio de cultivo PDA, son inicialmente de color blanco y a
medida que continua su desarrollo adquiere un tinte rosado, en el revés la colonia presenta un
color amarillento que se torna anaranjado intenso con el tiempo (Gonzalez et al., 2012). Isaria
produce dos tipos de propagulos: conidios y blastosporas (Gandarilla et al., 2018). Los conidios
son cuerpos especializados hialinos, de forma ovoide y unicelular caracterizados por poseer una
gruesa pared exterior y 3 capas que protegen el interior de la espora, con un tamafio de 3 a 5 x 1
a 2um, las cuales se encuentran agrupadas en cadenas largas sobre los conidi6foros que
alcanzan hasta 100um de largo y 1,5 a 3um de didmetro. Por su parte, las blastosporas son de
forma levaduriforme sensibles a la desecacion con menor capacidad de sobrevivir que los
conidios, (Figura 3) (Gandarilla et al., 2018; Gonzalez et al., 2012).

Conidio

Conidioforo

Figura 3. Estructuras microscopicas de Isaria fumosorosea (conididéforos y conidios)

Hongo entomopatdégeno que ataca mas de 300 especies de insectos de varios ordenes; el modo
de accion consiste en cubrir con micelio completamente a insectos, los cuales se tornan blancos
y finalmente presenta coloracion verde cuando el hongo esporula. Metarhizium presenta accion
sobre insectos como el salivazo de la cafia de azucar (deneolamia varia) y chinches de diversos
cultivos (Gonzalez et al., 2012). Este hongo entomopatégeno es aislado mayoritariamente de
insectos, aunque puede desarrollarse en la rizosfera de plantas y en el suelo, actuando como
saprofito, sin embargo, especies como M. robertsii actia como endofito y promotor de
crecimiento vegetal (Marques, Gutiérrez, Gato y Lequerque, 2017). El género Metarhizium con
base a sus caracteristicas morfoldgicas describe variedades como M. anisopliae var anisopliae y
var. Majus, asi también M. flacociridae, M. album, M. cylindrosporae, M. guizhouense y M.
pingshaense (Padilla, Bernal, Vélez y Montoya, 2000).

Metarhizium sobre medio PDA presenta un crecimiento de micelio con borde blanco. Los
conidioforos se tornan coloreados con la multiplicacion de los conidios de color olivo a amarillo
verdoso hasta verde, en el revés tiene una tonalidad color miel y pigmentacion amarilla que se
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extiende en el medio (Padilla et al., 2000). Las colonias del hongo son de forma completamente
redonda, con colores olivaceos, amarillento, verdoso, marréon oscuro, mientras que, en el revés
van de incoloro a marrén, con tonalidad verde citrino. Los conidi6foros del hongo son
irregulares ramificados que nacen del micelio presentando dos a tres ramas por septo, con un
tamafo aproximado de 4 a 14um de longitud x 1,5 a 2,5um de diametro. Los conidios son
cilindricos, truncados y unicelulares, miden de 3,5 a 9um de longitud y 1,5 a 3,5um de diametro
(Figura 4) (Gonzélez et al., 2012).

Conidioforo

Figura 4. Estructuras microscopicas de Metarhizium sp. (conididforos y conidios)

3. Bioformulaciones

Segun Urtubia y France (2007), las formulaciones (bioinsumos) consisten en una combinacion
equilibrada de ingredientes inertes (excipientes), que proporcionan estabilidad al biocontrolador
(ingrediente activo) como hongos, levaduras, bacterias, virus o nematodos y las protege de las
condiciones ambientales, dandoles un mayor tiempo de viabilidad y ayudando a su desarrollo
una vez aplicado en el suelo. Los bioinsumos a base de hongos se claboran con materiales
inertes tales como portadores, solventes, emulsificantes o gelificantes y otros aditivos que
pueden ser nutrientes o estimulantes, los cuales deben tener caracteristicas como:

e Serinocuo al ambiente y al ser humano

*  Presentar caracteristicas fisicas adecuadas para mezclarse con el ingrediente activo
e Facilitar la aplicacion del producto

*  No tener actividad biologica

* No afectar la actividad del hongo

*  Proporcionar proteccion al hongo de condiciones ambientales desfavorables

e Econdémicamente rentable.

Las formulaciones pueden ser elaboradas a base de un solo aislamiento o de un consorcio
microbiano, de facil reproduccion y alta patogenicidad a la plaga que se desea controlar.
Investigaciones revelan que las combinaciones o mezclas de cepas son mas efectivas para el
control que las cepas individuales, por ello se deben realizar ensayos rigurosos para seleccionar
a las mejores cepas y conocer la concentracion de esporas necesarias para el control biologico
en el campo (Jaramillo, Montoya, Benavides y Gongora, 2015).

El producto formulado debe ser empacado o envasado en recipientes herméticamente cerrados
que no permitan la entrada de luz, la absorcidon y penetracion de agua o de cualquier agente no
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contemplado en el proceso de formulacion, que altere la viabilidad del microorganismo. Se
recomienda mantenerlos en lugares frescos, apartados de la luz si se almacenan por periodos
cortos, o en refrigeracion si se almacenan por periodos largos (Diaz et al., 2019).

3.2 Tipos de formulaciones

Las formulaciones microbianas pueden dividirse en dos grupos: solidos/secos, que utilizan un
sustrato que absorbe la humedad de los conidios y los encapsula para mantenerlos viables por
un tiempo considerable; y liquidos/emulsiones, en los que los conidios estan suspendidos en el
medio para lograr una mezcla homogénea que garantice una buena aplicacion; ademas, este
liquido debe evitar la absorcion de agua por los conidios y mantener la viabilidad del hongo
(Quiroga, 2009).

3.2.1 Formulaciones sdlidas
3.2.1.1 Polvos de aplicacion directa

Son elaborados a base de ingredientes inertes con capacidad absorbente, que actlian como

diluyente o portador, los mas utilizados en este tipo de formulacién son talcos de silicatos,
minerales de silice en proporciones variadas segiin la densidad deseada. El tamaiio de particula
oscila desde 5 a 20pm, la concentracion del ingrediente activo (conidios) es menor al 10% y la
forma de aplicacion es mediante espolvoreo directamente sobre las plantas o el suelo (Quiroga,
2009).

3.2.1.2 Polvos mojables (Polvos de reconstitucion en agua)

Son elaborados a base de una mezcla de excipientes (ingredientes inertes) que proporcionan
estabilidad a los conidios durante el almacenamiento y se diluyen en agua facilmente
permitiendo su aplicacion por aspersion. Entre las principales propiedades de un polvo mojable
se destacan: fluidez, humectabilidad, baja producciéon de espuma, estabilidad fisica y quimica,
suspendibilidad y tamafio pequefio de particula (Ramirez, 1982).

3.2.1.3 Granulados

Son elaborados a base de ingredientes inertes como: a) agentes estabilizantes, que se afiaden
para evitar pérdidas del ingrediente activo durante el almacenamiento, b) agentes humectantes,
para mejorar la eficacia, la lixiviacion y percolacion en el suelo, ¢) agente antiaglomerantes,
para conservar la fluidez del material, d) portador diluyente que puede ser inerte (zeolita,
vermiculita, diatomitas, caolinitas, carbonatos o arcillas extruidas) u organico (cascaras de arroz
o de maiz, cereales, etc.), capaces de absorber o de recubrirse con el resto de los excipientes y el
ingrediente activo; el tamafo de particula varia entre 100 a 6000pum y la concentracion va desde
5 a20% (Padin, Lampugnani y Abramoff, 2013; Burges, 1998; Ramirez, 1982).

Los granulados deben ser secos, fluir libremente sin tendencia a aglomerarse, con indice de
polvos bajo, tamafio uniforme de las particulas y proporcionar estabilidad al principio activo
(Contreras, 2003). Existen dos tipos principales de granulados:
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a. Granulos cubiertos

Es un proceso de granulacion sencillo y econdémico en el cual las particulas de polvo y el
ingrediente activo son adheridas a un soporte mediante la utilizacion de un agente adherente y
su forma de aplicacion es mediante espolvoreo directamente sobre el suelo (Burgues, 1998).

b. Granulos dispersables

Estan elaborados a base de sustancias finamente fragmentadas que se comprimen en granulos
de mayor tamafo durante el proceso de elaboracion y al ser colocados en agua tienden a
separarse en las particulas originales finamente fragmentadas y para su aplicacion se puede
utilizar cualquier técnica de aspersion o fertirrigacion (Tijani et al., 2016).

3.2.2 Formulacion liquida
3.2.2.1 Concentrados emulsionahles

Son elaborados a base de ingredientes oleosos que mantienen suspendido al ingrediente activo;
y surfactantes que presentan cadenas polares hidrofilicas (solubles en agua) o no polares
lipofilicas (solubles en aceite), de manera que al mezclarse con agua se forme una emulsion
estable constituida por pequefias gotas del portador oleoso que contienen el principio activo y
que estan dispersas en el agua de manera homogénea, para su aplicacion por aspersion, drench,
goteo, etc. (Burges, 1998).

3.3 Control de calidad en formulaciones

a base de hongos bhiocontroladores

Es importante tener en cuenta que el control de calidad de un bioinsumo consiste en controlar y
evaluar de manera rigurosa el comportamiento de los diferentes parametros en cada uno de los
procesos de elaboracion, como la produccion de inéculos, obtencion de conidios, mezcla de
excipientes, producto final, envasado y almacenamiento, con el fin de garantizar un producto
efectivo y de calidad (Diaz et al, 2019).

Sin embargo, en este manual nos enfocaremos Unicamente en el control de calidad del producto
final, mediante el analisis de una muestra significativa de un lote del bioinsumo en su envase de
venta/comercializacion.

3.4 Equipamiento y materiales utilizados

en el control de calidad de productos bioldgicos

En el laboratorio, es necesario un adecuado manejo de los equipos para garantizar la exactitud,
fiabilidad y puntualidad de los analisis; debe contar con un registro de los equipos con la fecha
de adquisicion, fecha y numero de mantenimientos preventivos y/o correctivos, y la
documentacidn del fabricante con relacion al funcionamiento y mantenimiento del equipo, para
asegurar la confiabilidad de los datos y durabilidad del equipo (Tabla 1).

Por otro lado, los materiales necesarios para realizar el control de calidad de productos
biologicos son: algoddn, agujas micologicas, asas de Drigalsky, bandejas plasticas, bisturi
(mangos y hojas), cajas Petri de vidrio de 10ml, camara de Neubauer, cronometro, contador
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manual, embudo, espatulas, frascos autoclavables de 500ml, 1000ml y 2000ml, gradillas, tubos
de ensayo (capacidad 15ml), jeringuillas (10ml y 60ml), material de proteccion (mandil,
guantes, mascarillas, cofia, gafas), mechero de alcohol, papel parafilm, papel aluminio, pipetas
de 10ml, pinzas, porta y cubre objetos, probetas (50ml, 100ml, 250ml y 1000ml), puntas para
micropipetas (1000ul y 100pul), regla metalica 30cm, soporte metalico, tabla de madera 20 x
25,5cm con 3cm grosor, vasos de precipitacion (250ml, 400ml, 600ml).

Finalmente, los reactivos necesarios en el control de calidad de productos bioldgicos son: agua
desionizada o destilada, alcohol 70%, alcohol 90%, acido lactico, medios de cultivo (Papa

Dextrosa Agar, Agar Agua, Luria Bertani, Agar Nutritivo, Rosa de Bengala, etc.), Triton x-100

o Tween 80 o Silwet, antibidticos (cloranfenicol), fungicida (captan), azul de lactofenol.

Tabla 1. Equipos necesarios para el control de calidad de productos biologicos.

Equipo Funcion

Agitador (orbital,
dispersor sumergible de
alta velocidad)

Homogenizar las muestras para obtener resultados confiables de
concentracion, viabilidad, pureza. El tipo de agitador dependera
del tipo de muestra a analizar

Autoclave

Esterilizar medios de cultivos, soluciones para diluciones,

sustratos y materiales de laboratorio

Balanza analitica

Preparar mezclas de componentes en proporciones predefinidas
para realizar las distintas pruebas de control de calidad

Cémara de flujo laminar

Asegurar un ambiente estéril para realizar:

Pruebas de control de calidad (viabilidad, pureza, concentracion)
Aislamientos, purificacion, multiplicacion, y conservacion de
microorganismos

Dispensar medios de cultivo

Estufa

Esterilizar por calor seco y secar material o sustancias empleadas
para la elaboracion de formulaciones

Incubadora

Proporcionar una temperatura Optima para el crecimiento de
microorganismos

Medidor de actividad de
agua

Medir la cantidad de agua metabolica, esto nos da una idea del
estado (latencia o actividad) del microorganismo

Balanza Medidora de

Humedad

Determinar la cantidad de agua que contiene un material

Micropipetas volumen
variable (10, 100 ply
1000 pl)

Tomar volimenes exactos y pequefos

Microscopio Optico

Identificacion microscopica
Conteo de conidios (concentracion)
Pruebas de germinacion

pH-metro

Medir la acidez o alcalinidad de una formulacion, parametro que
influye en la germinacion del ingrediente activo.

Plato agitador y agitadores
magnéticos

Homogenizar muestras y realizar pruebas de pH y suspendibilidad

Refrigerador

Conservar microorganismos para mantener su viabilidad por
algunos meses.
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MANUAL DE ANALISIS DE CALIDAD PARA FORMULACIONES CON BASE EN HONGOS BIOCONTROLADORES I

SECCION 2. PRUEBAS MICROBIOLOGICAS PARA EL
CONTROL DE CALIDAD DE BIOINSUMOS CON BASE A
HONGOS BIOCONTROLADORES.

1. Germinacion de conidios (%)

1.1. Objetivo

Determinar el porcentaje de conidios germinados en un tiempo determinado de hasta 24 horas.

1.2 Materiales y equipos

e Solucién Triton X-100 al 0,1% (Anexo 1)
* Agar Agua (Anexo 2)

*  Micropipetas 1000ul y 100pl

e (Cajas Petri

* Bisturi

* Porta y cubre objetos

e Lactofenol (Anexo 3)

* Incubadora

* Camara de flujo laminar

1.3 Metodologia

1. Tomar tres submuestras de 1g para muestras solidas o 1ml con micropipetas para muestras
liquidas

Colocar las submuestras en tubos de ensayo de 15ml.

Adicionar a cada tubo 9ml de solucion estéril de Triton X-100 al 0,1%.

Agitar en vortex hasta que la muestra se disperse completamente.

La suspension obtenida corresponde a la suspension madre o dilucion 107

Seleccionar las diluciones mas concentradas del producto a evaluar (107, 107).

Nk W

Rotular las cajas Petri con medio de cultivo Agar Agua:
a. Nombre de la muestra
b. Fecha de siembra
c. Numero de dilucion
8. Sembrar 100ul de las diluciones seleccionadas por triplicado en Agar Agua y extender la
muestra por toda la superficie de la caja Petri utilizando un asa de Drigalsky, evitando el
dafio del medio de cultivo por excesiva fuerza.
9. Sellar la caja Petri sembrada con papel parafilm o papel plastico de cocina.
10. Incubar entre 22°C y 25°C por el tiempo estandarizado para medir germinacion del hongo
en estudio. Ejemplo. Trichoderma sp. puede ser evaluada a partir de las 16 horas de
incubacion.

Nota: Las horas de incubacion dependeran del hongo utilizado como ingrediente activo en el

bioinsumo, sin embargo, la germinacion puede ser evaluada a partir de las 10 horas de
incubacion hasta en un maximo de 24 horas.

10
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11. Adicionar tres gotas de azul de lactofenol sobre la superficie del agar para detener el
proceso de germinacion y realizar el conteo.

12. Cortar un cuadrado de agar coloreado de aproximadamente 1cm® y colocar en una lamina
portaobjetos.

13. Cubrir la ldmina con una laminilla cubre objetos, para observar al microscopio, contar
conidios germinados y no germinados por campo optico.

14. Contar un minimo 300 conidios en total por muestra (germinados y no germinados), para
obtener resultados confiables.

15. Registrar los datos obtenidos segun la dilucion sembrada y la repeticion. El resultado se
expresa en porcentaje de germinacion (%) (Goémez et al., 2014).

1.4 Diagrama de la metodologia

( Seleccionar las diluciones mas concentradas
( Rotular las cajas de Petri con medio de cultivo Agar Agua
( Sembrar 100l de las diluciones seleccionadas

.

( Sellar la caja Petri sembrada con papel parafilm o papel plastico de cocina

v

( Incubar entre 22°C y 25°C por el tiempo estandarizado
:

( Adicionar tres gotas de azul de lactofenol sobre la superficie del agar
|

( Cortar un cuadrado de agar coloreado de aproximadamente 1cm
|

( Contar 300 conidios en total por muestra (germinados y no germinados)

!

Registrar los datos obtenidos segun la dilucion sembrada y la repeticion. Calcular el
porcentaje de germinacion

1.5 Interpretacion de resultados

1. Obtener el total de conidios germinados y no germinados en las tres cajas Petri segun la

| N ) S N U i W N

dilucion seleccionada.
2. Calcular el porcentaje de germinacion del microorganismo utilizando la siguiente formula
(Berlanga y Hernandez, 2006):

11
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. » Numero de conidios germinadas
Germinaciom % = — x100
Total de conidios evaluadas

3. Se considera que un bioinsumo es de calidad cuando el valor de su germinacidén es mayor
al 85% complementado con el resto de las pruebas microbioldgicas y fisicoquimicas (Vélez
etal., 1997).

- Ejemplo practico de germinacion de conidios (%)

Determinar el porcentaje de germinacion de conidios de B. bassiana de un bioinsumo en
granulo. Extraer una muestra de 1g del producto, diluir en 9ml de solucién de Triton 0,1%.
Realizar diluciones seriadas 107y 10~ y sembrar 100pl de estas en medio de cultivo Agar Agua
(3 cajas/dilucion). Determinar el nimero de conidios germinados y sin germinar a las 16 horas

de sembradas las muestras en la dilucidon que presente mejor dispersion de conidios (Figura 5).

Del recuento realizado en la dilucion 107 se obtuvieron los siguientes valores (Tabla 2):

Figura 5. Conidios germinados de B. bassiana a las 16 horas de incubacion.

Tabla 2. Ejemplo practico de germinacion de conidios (%)

Ne° Producto (B. bassiana)
campos Caja 1 Caja 2
cz;:llc)zzi Germinados 1\,10 Germinados 1\,10 Germinados 1\,10
germinados germinados germinados
1 10 2 12 2 12 0
2 12 1 14 4 23 0
3 21 0 15 5 21 0
4 35 0 16 0 14 0
5 32 0 39 0 15 1
6 12 2 21 0 17 2
7 11 1 13 0 20 3
8 14 1 14 1 23 5
9 12 6 16 4 25 6
10 10 7 17 6 33 7
Total 169 20 177 22 203 24
Promedio 16,9 2 17,7 2,2 20,3 2.4
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Germinacion % = conidios germinados (cajal + caja2 + caja3) x 100

Total de conidios (germinados + no germinados)

Germinacion % = 169 + 177 + 203 x 100
615

Germinacion % = 89,27

El porcentaje de germinacion de conidios de B. bassiana en el producto es de 89,27% a
las 16 horas.

- Formato para registro de informacion. Ver Anexo 7.
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2. Determinacion de la viabilidad/ concentracion de unidades formadoras

de colonias (UFC) (Cuantificacion por recuento en caja Petri).

2.1 Objetivo

Determinar el numero de propagulos microbianos (micelio, conidios, blastosporas, entre otros)
viables por unidad de masa o volumen.

2.2 Materiales y/o equipos

*  Solucién Tritén X-100 al 0,1%
*  Micropipetas 1000ul y 100ul

°  Vortex

°  Balanza analitica

e  Cajas Petri

*  Agar PDA (Anexo 4)

*  Asas de Drigalsky

*  Incubadora

2.3 Metodologia

2.3.1 Preparacion de la muestra para recuento de UFC

1. Tomar tres submuestras de 1g para muestras solidas o 1ml con micropipetas para muestras
liquidas.

Colocar las submuestras en tubos de ensayo de 15ml.

Adicionar a cada tubo 9ml de soluciodn estéril de Triton X-100 al 0,1%.

Agitar en vortex hasta que la muestra se disperse completamente.

e

., . ., . .y, -1
La suspension obtenida corresponde a la suspension madre o dilucion 107,

2.3.2 Preparacion de diluciones seriadas

1. Tomar 1000ul (1ml) de la suspension madre y colocar en otro tubo con 9ml de solucion
estéril de Triton X-100 al 0,1%.

2. Agitar en vortex vigorosamente el tubo hasta que la muestra se disperse completamente
(dilucion 1072).

3. A partir de la dilucion 107 repetir los pasos anteriores tantas veces como sea necesario para
alcanzar el niimero de diluciones deseadas. Marcar los tubos con el nombre de la dilucion
correspondiente (ej. 102, 107, 10, etc.). El numero de diluciones dependera de la
concentracién del producto, generalmente se realiza hasta la dilucién 107,

14
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15

2.3.3 Determinacion de la concentracion de

Unidades Formadoras de colonias (UFC)

Basados en la concentracion del producto reportada por el fabricante, seleccionar las
diluciones a sembrar para realizar el conteo (ver Tabla 3). Cabe destacar que en algunos
casos se desconoce la concentracion y entonces se debe seleccionar un rango mas
amplio de diluciones para sembrar.

Rotular las cajas Petri con medio de cultivo PDA con el nombre de la muestra, la fecha
y el nimero de la dilucién siguiente a la del tubo que es utilizado para sembrar (Tabla 3,
Figura 6). Tener en cuenta que se requiere tres repeticiones (cajas inoculadas) por
dilucion y se siembran tres diluciones por muestra, es decir nueve cajas Petri por
submuestras resultando en un total de 27 cajas por producto.

Tabla 3. Diluciones requeridas para estimar concentracion (UFC/g o UFC/ml).

Factor de dilucion  Concentracion del producto reportada en la

Dilucion en el
etiqueta o por el fabricante

tubo de
. (rotulo en
siembra
cajas Petri)
10" 102
107 10° X X X
10° 10 X X X
10 10° X X X
10° 10° X X X
10° 107 X X
107 10° X

Transferir 100ul de las diluciones a sembrar a las respectivas cajas Petri debidamente
rotuladas utilizando una micropipetas y puntas estériles.

Extender la muestra por toda la superficie de la caja Petri utilizando un asa de
Drigalsky.

Incubar las cajas Petri sembradas de manera invertida a temperatura de 24°C + 1°C,
hasta que las colonias estén suficientemente grandes para ser contadas (Usualmente es
necesario 5 dias para el caso de Trichoderma y 7 dias para otras especies de hongos).
Seleccionar la dilucion adecuada para realizar el conteo teniendo en cuenta que se
recomienda aquella que presente de 10 a 100 colonias para hongos y de 30 a 300
colonias para productos con base en bacterias.

Contar el nimero de colonias en las tres cajas Petri de la dilucion seleccionada.
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Diluclones seriadas o tubos de siembra

1 mi 1 mi 1 ml 1 ml 1 ml
10 ir r r r 1
amL de Tritén ﬁ ﬁ ﬁ
X-100 al 0.1%
. 1/10 1100 11107 1110% 110* 1/10%
Suspenalin madre Dilucién 10 10 10 10+ 10 10+
en el wbo ‘L- ¢ ¢

Dilucién 107
enla caja Factor de dilucion

Figura 6. Preparacion de diluciones seriadas y siembra en caja Petri. Adaptado de
Landa, Arrieta y Galicia, 2009.

( Colocar tres submuestras en tubos de ensayo de 15 ml )

!

( Adicionar a cada tubo 9ml de solucion estéril de Triton X-100 al 0,1% )

!

f Tomar 1000pu1 (Iml) de la suspension y colocar en un tubo con 9ml de
9 Triton X-100 al 0,1% )

\ 4

4 - - °
Repetir los dos pasos anteriores tantas veces como sea necesario para

alcanzar el numero de diluciones deseadas (1072, 107, 10 etc.)

\ J
Transferir 100 pL de las diluciones a sembrar a las respectivas cajas
L Petri .

!

Incubar las cajas Petri sembradas de manera invertida a temperatura
de 24°C £ 1°C

!

Contar el nimero de colonias en las tres cajas Petri de la dilucion
seleccionada y calcular el numero de UFC

)
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2.5 Interpretacion de resultados

1. Promediar el nimero de colonias registrado para las tres cajas Petri en la dilucion
seleccionada.
2. Realizar el calculo de UFC con la siguiente formula:

Viabilidad/Concentracion del bioinsumo (UFC/g 6 ml) =P x FD

Donde,
P: Promedio del nimero de colonias en las tres cajas de la dilucion seleccionada
FD: factor de dilucion (inverso) de la dilucion rotulada en la caja Petri.

Nota: Se considera un bioinsumo de mala calidad cuando la concentracion determinada es
inferior a la declarada en la etiqueta.

- Ejemplo practico de cuantificaciéon de UFC

Una formulacion liquida a base de Trichoderma reporta en su etiqueta una concentracion de
3,0x10° conidios/ml, para cuya confirmacién se realizara un recuento de UFC en la caja de
Petri. Primero se toman 3 submuestras de producto (Iml) y se reconstituyen con 9ml de
solucion de Triton X-100 al 0,1%. A partir de las submuestras reconstituidas y basandose en la
concentracion de conidios declarada del producto y en la Tabla 4, se deben preparar todas las
diluciones hasta 10°. Las diluciones utilizadas para las siembras del producto seran las ultimas
tres (10, 10” y 10). Cada dilucion se siembra por triplicado (3 cajas Petri), con un total de 9
cajas por submuestra. Al cabo del tiempo de incubacion se realizan los conteos de las colonias
del hongo obteniendo los siguientes valores:

Tabla 4. Ejemplo practico para la determinacién UFC.

Dilucion Factor de

sembrada dilucion Submuestra 1 Submuestra 2 Submuestra 3

(rotulo del  (rétulo en

tubo) las
cajas de
Petri)
10* 10° NC*
10° 10°° 260 | 290 | 278 | 250 | 310 | 288 | 245 | 305 | 298
10° 107 32 28 26 31 25 29 22 33 35

NC* = No contables, demasiadas colonias en la caja Petri

Los valores utilizados para el calculo de concentracion deben estar comprendidos entre 10 a 100
colonias, en nuestro ejemplo corresponde a la dilucion rotulada en la caja Petri 107

Se procede al calculo del promedio de colonias por caja Petri en el ejemplo sera:
(32+28+26+31+25+29+22+33+35) / 9 = 29 colonias.
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Posteriormente, este valor es multiplicado por el factor de dilucidén (inverso de la dilucion
rotulada en la caja Petri 107) para calcular la concentracion en la muestra reconstituida, que en
el ejemplo seria:

Concentracién del Bioformulado =29 x 10" =2,9 x 10* UFC/ml

Nota: Es importante tener presente que una colonia puede originarse de un agregado de células,
lo cual puede subestimar la cantidad real, por ello se corrobora la viabilidad de un producto
bioldgico a base de hongos, mediante la estimacion del porcentaje de germinacion.

- Formato para registro de informacion. Ver Anexo 8.

INIAP - Estacion Experimental Santa Catalina
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3. Determinacion de la concentracion de conidios (cuantificacion en

hematocitometro o camara de Neubauer).

3.1 Objetivo

Determinar el nimero de propagulos microbianos (células, conidios, blastosporas, entre otros)

por unidad de masa o volumen.

3.2 Materiales y equipos

* Solucién Triton X- 100 al 0,1%

*  Hematocitometro/ Camara de Neubauer
*  Micropipetas 1000ul y 100pl

e Vortex

*  Microscopio

3.3 Metodologia

3.3.1 Generalidades del hematocitometro/camara de Neubauer

El hematocitometro/camara de Neubauer es un portaobjetos con dos zonas ligeramente
deprimidas o areas de conteo dentro de las que se encuentra una cuadricula de dimensiones
conocidas, se usa de acuerdo con el tamafio de los propagulos a cuantificar. El cubreobjetos para
la camara de Neubauer es especifico y con peso definido para asegurar la exactitud del volumen
de muestra contenida en cada rejilla o celda y la interpretacion del resultado (Inglis, Enkerli y
Goettel, 2012) como se muestra en la Figura 7.

Conteo de esporas grandes >3pm
Ejemplo: Trichoderma, Metarhizium

Conteo de esporas pequefias <3pm
Ejemplo: Beauveria, Lecanicillium

Figura 7. Regiones de cuantificacion de propagulos en cdmara de Neubauer
(Swaminathan, Nelson y Jackson, 2011).
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3.3.2 Preparacion de la muestra para recuento en camara

de Neubauer

1. Tomar una muestra de 251 de la dilucién 107 (referirse al proceso de diluciones seriadas en
la metodologia de concentracion de colonias).

2. Transferir la muestra a la camara Neubauer, hasta que por capilaridad se llene un lado de la
cémara.

3. Tomar una segunda muestra de 251 de la misma dilucién 107

4. Transferir la muestra por el lado opuesto de la camara.

3.3.3 Conteo de conidios en la camara de Neubauer
con observacion al microscopio

1. Enfocar la camara de Neubauer con el objetivo 40X.
2. Ubicarse en el primer cuadrante (superior derecho).
3. Observar y contar los conidios.

Nota: Si el nimero de conidios por cuadro es muy escaso <20, lavar la camara y montar la
dilucién anterior y si es mayor de 100 conidios, lavar y montar la dilucion siguiente.

4. Cuantificar los conidios presentes en 5 cuadros por cuadrante como se muestra en la Figura
8, contar los cuatro cuadrantes para obtener un total 20 datos (Swaminathan et al., 2011).

L

Figura 8. Esquema de las celdas para cuantificacion de propagulos > 3 pm en cadmara
de Neubauer, (Swaminathan et al., 2011).
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3.4 Interpretacion de resultados

La concentracion de conidios (conidios/g o ml) de un bioinsumo se calcula con el promedio de
las 20 lecturas realizadas en una de las areas de conteo de la camara de Neubauer. El resultado
se obtiene con la aplicacion de la siguiente formula ajustada de Gomez et al. (2014):

Concentracién de conidios (conidios/g 6 ml) = ¥ x 10000 16 x FD

Donde,

x: Promedio de las 20 lecturas por area de conteo

FD: Factor de dilucion (inverso de la dilucion cuantificada)
16 y 10 000: constantes para cuadrantes laterales

25y 10 000: constantes para cuadrante central

Nota: Se considera un bioinsumo de mala calidad cuando la concentracion determinada es
inferior a la declarada en la etiqueta, complementario a las pruebas de germinacion y viabilidad.

Ejemplo practico de recuento de propagulos en cimara de Neubauer

Determinar la concentracion de conidios de Trichoderma sp. de una bioformulaciéon en polvo.
Extraer una muestra de 1g del producto, diluir en 9ml de soluciéon de Triton 0,1%. Realizar
diluciones seriadas de 107. Preparar la camara de Neubauer con la dilucion 107, realizar el
recuento de conidios en los cuadrantes correspondiente, como se indica en la Figura 6, Tabla 5.

Tabla 5. Ejemplo practico de recuento de propagulos en camara de Neubauer

Concentracion
Conidios/g

Area de conteo Lecturas camara de Neubauer Promedio

12|34 /5|/]6|7|8|9 10
11110139 |14 (12|11 |5 | 6 | 8 11,7 N
1 1,87x10
111213 |14 (15|16 |17 |18 19|20
12114151617 (18|19 11| 5 | 8
12|34 /5|/]6|7|8|9 10
1211113 6|7 (12|15|16] 5| 8 11,5
2 111213 |14 (15|16 |17 |18 19|20

1211511721 7 (12|11 |14 |12 |15

1,84x10°

Promedio de las 20 lecturas (area 1): 11,7
Promedio de las 20 lecturas (area 2): 11,5
El factor de dilucién: 10

Aplicamos la formula:

el S
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Area de conteo 1:
Concentracidon de conidios = 11,7 x 10000 x 16 x 1000
Concentracion de conidios = 1,87 x 10° (conidios/g)
Area de conteo 2:
Concentracidn de conidios = 11,5 x 10000 x 16 x 1000

Concentracion de conidios = 1,84 x 10° (conidios/g)

La concentracion de la bioformulacién en polvo: 1,86x10°conidios/gramo.

3.4.1 Formato para registro de informacion. Ver Anexo 9.

INIAP - Estacion Experimental Santa Catalina
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4. Determinacion de porcentaje de pureza
4.1 Objetivo

4.2 Materiales y equipos

*  Solucién Tritén X-100 al 0,1%

*  Cloranfenicol (antibiotico)

*  Medios de cultivo: Agar Nutritivo; Agar Rosa de Bengala (Anexo 5); Agar Extracto de
Levadura y Malta (YM) (Anexo 6)

*  Micropipeta 1000ul y 100p1

°  Vortex

e Camara de flujo laminar

e Incubadora

4.3 Metodologia

La determinacion de la pureza establece la proporcion porcentual del biocontrolador y los
microorganismos diferentes en un producto biolégico. Una alta carga microbiana diferente al
biocontrolador genera un efecto negativo en el tiempo de vida util del ingrediente activo,
pérdida de la eficiencia y cambios en las propiedades fisicas del producto siendo 6ptimo valores
de pureza superiores al 90% con menos del 0,1 de contenido de contaminantes (Berlanga y
Hernandez, 2006). A continuacion, se describe la metodologia:

1. Seleccionar un medio de cultivo adecuado de acuerdo con lo que se quiere cuantificar.

Bacterias: medio Agar Nutritivo

Mohos: medio Rosa de Bengala con antibiotico.

Levaduras: medio Agar Extracto de Levadura y Malta con antibiotico.

Tomar 1g o ml del producto bioldgico a evaluar.

Realizar diluciones seriadas (hasta 10°°).

4. Sembrar por triplicado 100ul de las diluciones mas concentradas o un rango amplio de
diluciones escalonadas que permitan hacer un conteo mas preciso.

5. Incubar a 25°C, por 48 horas para bacterias, 72 horas para mohos y levaduras.

6. Realizar el conteo de colonias de microorganismos contaminantes en la dilucion donde se
encuentren entre 10 a 100 colonias por caja (hongos), 30 a 300 colonias para bacterias.

7. Calcular la concentracion del contenido de contaminantes siguiendo la formula para UFC
(referirse a la metodologia de concentracion de colonias).

Rl

4.4 Interpretacion de resultados

El porcentaje de pureza (%) de un producto bioldgico se determina con las concentraciones de
los microorganismos contaminantes y el biocontrolador aplicando la siguiente formula
(Chiriboga, Gémez y Garcés, 2015):
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[MO B]
p 0% = %100
urezat = o e+ MO Cl

Donde,

MO B: concentracion del microorganismo biocontrolador
MO C: concentracion de los microorganismos contaminantes

Ejemplo para calculo de pureza de un producto biolégico

Una formulacion granulada a base de Trichoderma sp. registra una concentracion de 3,50 x10°
UFC/g del producto en su etiqueta, el recuento de colonias de microorganismos contaminantes
es el siguiente (Tabla 6):

Tabla 6. Ejemplo para calculo de pureza de un producto biologico

Numero de colonias contaminantes

Factor de dilucion

Microorganismos , Submuestra 1 Submuestra 2 Submuestra 3
Contaminantes (rf)tulo = la,s
cajas de Petri)
107
Bacterias 10° 1 1 2 1 1 0 0 2 0
10" 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Mohos 10° 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10”7 0 0 0 0 0 0 0 0 0
107 3 7 3 8 5 1 0 9 6
Levaduras 10° 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10" 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Se calcula el promedio de colonias contaminantes:
Agar Nutritivo: (40+36+35+40+37+46+38+37+41) /9 = 38,89 colonias
Agar Rosa de Bengala: 0 colonias

Agar extracto de levadura: no se toma en cuenta ya que el conteo de colonias es inferior al
umbral de conteo que es de 10 a 100 colonias.

Teniendo en cuenta las diluciones se calcula la concentracion de contaminantes y se expresa en
UFC/g de producto siguiendo la metodologia descrita previamente.

Agar Nutritivo (bacterias): 3,89 x 10* UFC/g

Agar Rosa de Bengala (mohos): no se encontrdé contaminantes

Agar Extracto de Levadura y Malta (levaduras): despreciable por ser menor de 1000 UFC/g
Concentracion total de contaminantes = 3,89 x 10* UFC/g

24
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Aplicando la formula con base en la concentracion del ingrediente activo descrita anteriormente:

(389 00 %)

(350 000 000 2E¢ 1 3980 VEC)
g g

x100

Pureza (%) =

Pureza (%) = 99,99%

- Formato para registro de informacion. Ver Anexo 10.
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SECCION 3. PRUEBAS FISICOQUIMICAS PARA EL CONTROL DE
CALIDAD DE BIOINSUMOS CON BASE A HONGOS
BIOCONTROLADORES.

1. Determinacion de parametros fisicoquimicos

1.1. Objetivo

Determinar las caracteristicas fisicoquimicas de bioinsumos, mediante la medicion de actividad
de agua, pH, porcentaje de humedad, densidad apisonada (bioformulado solidos),
suspendibilidad (bioformulado sélidos), humectabilidad (bioformulado sélidos), tamafio de la
particula y estabilidad de concentrado emulsionable.

1.2 Materiales y equipos

*  Equipo medidor de actividad de agua
*  Balanza medidora de humedad

*  pH-metro

*  Agua destilada desionizada

*  Agitador magnético

*  Plato calentador

*  Incubadora

*  Soporte de madera con medicion vertical
*  Micropipetas de 100ul a 1000p1

e  Cajas Petri

° Balanza

e Tamices

e Agitador vibratorio

*  Crondmetro

1.3 Metodologia
1.3.1 Medicion de actividad de agua (aw)

1. Colocar una muestra de 2g del producto bioldgico en el equipo medidor de actividad de agua
(AQUA LAB 4TE), la muestra debe cubrir toda la base del contenedor del equipo.

2. Accionar el equipo, una vez finalizado el procedimiento observar el valor de actividad de
agua en la pantalla de lectura.

3. Realizar tres lecturas por producto biologico.

1.3.2 Medicion de porcentaje de humedad

1. Colocar 2g del producto bioldgico en la balanza de medicion de porcentaje de humedad.

2. Accionar el equipo y esperar que se presente el porcentaje de humedad en la pantalla de
lectura. La técnica usada por el equipo es de pérdida de peso por secado.

3. Realizar un minimo de tres lecturas por producto bioldgico.

26
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1.3.3 Medicion de pH

Para formulaciones liquidas o solidas pesar Sml o 5g del producto biolégico.
Reconstituir la muestra en 50ml de agua destilada desionizada.
Homogeneizar con agitador magnético a 150 rpm durante dos minutos.
Medir el pH en la muestra homogeneizada.

ARSI e

Realizar tres lecturas por producto biologico.

1.3.4 Determinacion de la densidad apisonada (g/ml)

Descripcion (Adaptacion metodologia CIPAC MT 186, 1989)

Colocar una muestra de 10 g del bioinsumo en una probeta plastica de 50ml.
Ubicar la probeta sobre un soporte de madera.

Levantar la probeta a Scm de altura de la base y dejar caer en posicion vertical.
Repetir el paso anterior por 50 veces.

Registrar el volumen de la muestra apisonada después de su compactacion.
Realizar tres lecturas por producto biologico

Determinar la densidad apisonada mediante la formula (Quiroga, 2009):

Nk W

10g
volumen después de la compactacién

Densidad apisonada =

1.3.5 Determinacion de la suspendibilidad

Adaptacion metodologia CIPAC MT 161, 1989

1. Pesar 2,5g del producto bioldgico.

2. Reconstituir la muestra en un vaso de precipitacion con 50ml de agua destilada,
previamente calentada a 30°C.

3. Mezclar la muestra durante dos minutos a 120 rpm, hasta obtener una suspension
homogeénea.

4. Colocar la suspension en una probeta de 250ml y completar el volumen de esta con agua
destilada.

5. Sellar la probeta con un tapon e invertir a 180° por 30 veces durante 1 minuto.

6. Incubar la suspension a 30°C por 30 minutos.

7.  Extraer 225ml del volumen de liquido considerando una misma altura de extraccion y sin
perturbar el sedimento.

8.  Transferir el sedimento a una caja Petri de peso conocido.

9. Llevar a estufa durante 24 horas a 90°C.

10. Registrar el peso final de los sélidos de la muestra.

11. Realizar tres lecturas por producto.

12. Calcular el porcentaje de suspendibilidad del producto aplicando la formula (Quiroga,
2009):
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a
Suspendibilidad (%) = 111(1 — ;)
Donde,

a: Peso de la masa seca en los 25ml de residuo
w: Peso de la muestra inicial (2,5g)

Adaptacion de metodologia CIPAC MT 53.3, 1989

. Pesar 5g del producto biolégico.
. Agregar la muestra desde una altura de 25c¢m en un vaso de precipitacion con 100ml de agua

destilada, sin agitacion.

. Registrar el tiempo en segundos que tarda el producto en humedecerse completamente.
. Realizar tres lecturas por producto.

Adaptacion metodologia, CIPAC MT 197, 1989

SR W

Pesar una muestra de minimo 10g del producto bioldgico

Colocar la muestra en una columna de tamices de poro conocido ordenados de mayor a
menor correspondientes a 2mm, 1,7mm, 250um, 150um y 53um para formulaciones
granuladas y 500pum, 250pum, 150pum, 106pum, y S3um para polvo, en la base de la columna
ubicar un colector.

Ubicar la columna a utilizar en un agitador vibratorio por 5 minutos.

Pesar el material retenido en cada tamiz.

Realizar tres lecturas por producto

El porcentaje se obtendra de la siguiente manera (Villamizar et al., 2005):

AxB

Porcentaje de material retenido (%) = 100

Donde,

A: cantidad de material retenido en el tamiz
B: total de la muestra evaluada

Adaptacion metodologia CIPAC MT 20, 1989

. Colocar 2ml del producto bioldgico gota a gota en un vaso de precipitacion de 100ml con

28ml de agua destilada.

. Mezclar el sistema con una varilla de vidrio dirigiendo el flujo hacia el centro del vaso de

precipitacion.

. Transferir el producto oleoso a una probeta de 100ml y completar su volumen con agua

destilada.
Dejar en reposo durante una hora y registrar los cambios presentados por la emulsion.

. Mantener en reposo durante 24 horas y registrar los cambios.

INIAP - Estacion Experimental Santa Catalina
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El formato para registro de resultados de las pruebas fisicoquimicas se presenta en el Anexo 11.

1.4 Interpretacion de resultados pruebas fisicoquimicas
1.4.1 Actividad de agua (aw)

El valor a,, depende de la composicion, la temperatura y el contenido en agua del producto, este
parametro influye en el crecimiento y la viabilidad de los microorganismos (Madigan, 2009).

* Valores superiores a 0,96: los microorganismos tienen su metabolismo activo.

* Valores por debajo de 0,60: los microorganismos no pueden crecer permaneciendo en
un estado de latencia (Equinlab, 2009).

* Para mantener la viabilidad de un producto biolégico con base en hongos se consideran
valores de actividad de agua entre 0,2 a 0,7 (Villamizar et al., 2005).

1.4.2 Porcentaje de humedad

Depende del tipo de formulacion:

* Formulaciones soélidas (granulos, polvos): los valores recomendados para mantener la
viabilidad del producto oscilan entre 4 a 8% (Villamizar et al., 2005).

* Formulacion polvo mojable: se recomiendan rangos entre 2 y 5% (Villamizar et al., 2005).

* Formulaciones liquidas (soluciones, emulsiones): los valores oscilan entre el 90 y 98%
(Lawrie, Down y Greaves, 2009).

Los intervalos optimos de pH oscilan entre 5,5 y 7,5 para productos con base en hongos
(Cenicafé, 2012).

1.4.4 Densidad apisonada

Los intervalos 6ptimos comprenden valores de 0,60 a 1,05g/ml (Villamizar et al., 2005). Indica
el peso maximo de una sustancia que puede ser envasada en un recipiente de un volumen dado y
es de utilidad para predecir el comportamiento de las formulaciones solidas durante el
manipuleo, transporte y almacenamiento (Padin et al., 2013; Quiroga, 2009).

1.4.5 Suspendibilidad

Se recomiendan porcentajes Suspendibilidad superiores al 60% para asegurar una mezcla

homogénea durante su aplicacion a fin de evitar el taponamiento de boquillas (FAO y OMS,
2004). Sin embargo, el limite de aceptacion establecido por el INIAP para este para este
parametro son porcentajes superiores al 90%. Esta prueba tiene como proposito verificar que el
ingrediente activo se encuentra homogéneamente disperso en la suspension.
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Se sugiera sea inferior a un minuto sin necesidad de agitacion para garantizar la calidad al
momento de aplicacion evitando la formacion de grumos y taponamiento de boquillas (Quiroga,
2009).

Debe ser homogéneo y no disperso, es decir se recomienda porcentajes del material retenido en
un mismo tamiz superiores al 90% (Quiroga, 2009).

Se considera estable la emulsion cuando cumple con los siguientes requisitos referentes al
cremado en reposo (MAG/MEIC, 1997):

- Al instante de reconstitucion presenta una emulsificacion completa y espontanea
- A los 30 minutos se puede observar 2ml de cremado maximo

- Ala 1 hora presenta 3ml de cremado maximo

- A las 24 horas es capaz de reemulsificarse completamente mediante agitacion

A continuacion, se presenta un resumen de los rangos sugeridos para las diferentes pruebas
microbiologicas y fisicoquimicas para el control de calidad de bioinsumos con base en hongos
biocontroladores (Tabla 7):

Tabla 7. Resumen de parametros de calidad para calificar un bioinsumo con base en
hongos biocontroladores en diferentes tipos de formulacion.

Tipo

cr e s Limite de aceptacion / Fuente
formulacion/bioinsumo

Parametros

s > 85% de conidios germinadas
Germinacion de

Todos los bioi 24 h
conidios (%) odos los bioinsumos en oras

(Gomez et al., 2014)
Depende de la viabilidad declarada en
etiqueta del bioinsumo

Viabilidad (UFC/g o ml) Todos los bioinsumos , . .
Aceptando tinicamente concentraciones

superiores a 10° (AGROGALIDAD, 2019)
Depende de la viabilidad declarada en
etiqueta del bioinsumo

Concentracion de
conidios (conidios/g o Todos los bioinsumos

N Aceptando tinicamente concentraciones
m

superiores a 10° (AGROCALIDAD, 2019)
> 90% sin encontrarse patogenos de

Pureza (%) Todos los bioinsumos plantas, animales o humanos

(Chiriboga et al., 2015)

0,60 — 1,05 g/mL
Densidad apisonada WP L oo 8
(@/mL) Establecido por el laboratorio de Control
g WG Biologico del INIAP
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CG
>80% del material <106um
WP Establecido por el laboratorio de Control
Biologico del INIAP
Tamaiio de particula >80% del material entre
(Porcentaje de WG 250pm — 1,7mm
retencion) Establecido por el laboratorio de Control
Biologico del INIAP
>80% del material entre
e 250pm - 2 mm
Establecido por el laboratorio de Control
Biologico del INIAP
Formulaciones liquidas Los valores oscilan entre 90 y 98%
q (Lawrie et al., 2009)
Humedad WP 2% - 5%
(%) (Villamizar et al., 2005)
4% - 8%
WG/ CG . .
(Villamizar et al., 2005)
WP
0,2-0,7
W WG . .’ ’
2 (Villamizar et al., 2005)
CG
WP
H WG 55-175
P (Cenicafé, 2012)
CG
S dibilidad WP
“sPe'('o/') thda > 90% (Villamizar et al., 2005)
(1}
WG
H cabilidad WP <Iminuto
m
umectabriida (Quiroga, 2009)
(segundos)
WG

WP: polvo mojable; WG: granulo soluble en agua; CG: granulo cubierto
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ANEXO0S

Anexo 1. Preparacion de solucion de Triton x- 100 al 0,1%

Esta solucion tiene la propiedad de dispersar los conidios, haciendo mas fécil su conteo
posterior:

Triton x-100----1ml
Agua destilada--1000ml

Preparacion:

Mezclar el agua con el Triton x-100, mezclar hasta homogenizar.
Esterilizar en autoclave a 121° C y 15 libras de presion por 15 minutos.
Nota: Esta solucion puede prepararse y guardarse en refrigeracion hasta ser utilizada

Anexo 2. Preparacion medio de cultivo Agar Agua (AA)

Agua destilada ---1000ml
Preparacion:

Disolver el agar en el agua destilada

Esterilizar a 121°C y 15 1b de presién por 15 minutos
Nota: Se utiliza para aislamientos monospoéricos y prueba de porcentajes de
germinacion.

Anexo 3. Preparacion de Solucion Azul de Lactofenol

Fenol en cristales----20g

Acido lactico--------- 20ml
Glicerol--------------- 40ml
Agua destilada------- 20ml
Azul de algodén-----0,03g

Disolver el fenol en agua destilada tibia
Agregar el acido lactico y la glicerina, mezclar bien.
Agregar el Azul de Lactofenol.

INIAP - Estacion Experimental Santa Catalina
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Anexo 4. Preparacion medio de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA)

Papa 250¢g
Dextrosa o Glucosa--18¢g
Agar 20g
Agua destilada--------- 1000ml
Preparacion:

Lavar las papas, pelarlas, pesarlas y picarlas en trozos pequefios

Ponerla a hervir las papas en 1000ml de agua destilada, por 35 minutos.

Filtrar a través de una gasa.

Con agua destilada aforar a un litro, agregar el agar y la dextrosa, mezclar bien.
Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 121° C y 15 libras de presion.

Anexo 5. Preparacion de medio de cultivo Agar Sabouraud — Rosa de Bengala

Agar 20g
Peptona S5g
Sulfato de magnesio heptahidratado 0,5g
Fosfato dipotasico lg
Glucosa 10g
Rosa de Bengala al 5% (p/v) --------- 0,5ml
Cloranfenicol 0,1g
Agua destilada 1000ml
Preparacion:

Mezclar todos los ingredientes y esterilizar en autoclave a 121° C y 15 libras de presion por 15

minutos.

Anexo 6. Preparacion medio de cultivo Extracto de Levadura y Malta (YM).

Extracto de levadura ------- 30g
Extracto de malta ----------- 30g
Dextrosa 10,0 g
Bactopentona ---------------- 50¢g
BactoAgar 20,0 g
Antibidtico 0,23 ¢
Preparacion:

En 1000ml de agua destilada mezclar cada uno de los ingredientes
Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 121° C y 15 libras de presion.
Nota: Se utiliza para cuantificacion de levaduras.
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MANUAL DE ANALISIS DE CALIDAD PARA FORMULACIONES CON BASE EN HONGOS BIOCONTROLADORES  I—

Anexo 7. Formato para registro de germinacion de conidios (%)

Datos generales:

Tipo de formulacion:

Origen:

Microorganismo:

Cddigo del producto:

Fecha de evaluacion:

Fecha de elaboracion del producto:

Concentracion declarada (UFC/g o ml):

Germinacion declarada (%):

N° campos
opticos/ Caja 1

caja de .
Germinados

Petri germinados germinados germinados

—_—

Producto (Bioformulado)
Caja 2

No . No .
Germinados Germinados

O| 0| Q|| N[ |WIN

10

Total

Resumen:

Fecha de siembra:

Horas de incubacion:

Factor de dilucion:

Conidios germinados:

Conidios No germinados:

Porcentaje de germinacion (%): Dentro de los parametros: SI NO

Observaciones:

Nombre del técnico responsab

le:
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Anexo 8. Formato para registro de viabilidad / concentracion UFC

Datos generales:

Tipo de formulacion:

Origen:

Microorganismo:

Cddigo del producto:

Fecha de evaluacion:

Fecha de elaboracion del producto:

Concentracion declarada (UFC/g o ml):

Factor de
Dilucion dilucion
sembrada (rétulo en

(rotulo del las
tubo) cajas de
Petri)

Producto (Bioformulado)

Submuestra 1 Submuestra 2 Submuestra 3

Resumen:

Promedio de Lecturas

Sub 1 Sub 2 Sub 3

Concentracion determinada (UFC/g o ml):

Dentro de los parametros: SI

NO

Observaciones:

Nombre del técnico responsable:
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MANUAL DE ANALISIS DE CALIDAD PARA FORMULACIONES CON BASE EN HONGOS BIOCONTROLADORES  I—

Anexo 9. Formato para registro de concentracion de conidios (conidios/g o ml).

Datos generales:

Tipo de formulacion: Origen:

Microorganismo: Cddigo del producto:

Fecha de evaluacion: Fecha de elaboracion del producto:
Concentracion declarada (conidios/g o ml):

Area de conteo Promedio Concentracion

Lecturas camara de Neubauer Conidios/g

1112|1314 15(16|17 18|19 |20

2 1111213141516 |17|18]19|20
Fecha de siembra: Dilucion:
Peso de la muestra: Promedio de Lecturas:
Observaciones:

Nombre del técnico responsable:
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S IANUAL DE ANALISIS DE CALIDAD PARA FORMULACIONES CON BASE EN HONGOS BIOCONTROLADORES

Anexo 10. Formato para registro de porcentaje de pureza.

Datos generales:

Tipo de formulacion:

Origen:

Microorganismo:

Cddigo del producto:

Fecha de evaluacion:

Fecha de elaboracion del producto:

Concentracion declarada (conidios/g o ml):

Concentracion de colonias contaminantes (UFC/g):

Factor de Numero de colonias contaminantes
Microorganismos dilucion Submuestra 1 Submuestra 2 Submuestra 3
contaminantes (rétulo en las
Cajas Petri)
Bacterias
Mohos
Levaduras
Resumen:

Fecha de siembra:

Fecha de evaluacion:

Contaminantes Bacterias (UFC):

Contaminantes Mohos (UFC):

Contaminantes levaduras (UFC):

Otros contaminantes (UFC):

Pureza (%):

Dentro de los parametros: SI

NO

Observaciones:

Nombre del técnico responsable:
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MANUAL DE ANALISIS DE CALIDAD PARA FORMULACIONES CON BASE EN HONGOS BIOCONTROLADORES  I—

Anexo 11. Formato para registro de informacion de pruebas fisicoquimicas

Tipo de formulacion: Origen:
Microorganismo: Cddigo del producto:
Fecha de evaluacion: Fecha de elaboracion del producto:

Concentracion declarada (UFC/g o ml):

Fecha de recepcion del bioinsumo:

Repeticion Repeticion

Parametros Repeticion 1 Resultado

2 3

pH

Actividad de Agua (aw)
Temperatura

Humedad (%)

Tamatfio de la particula

(%)

Densidad apisonada

(g/ml)
Suspendibilidad (%)
Humectabilidad
Tiempo
Estabilidad de la

emulsion

Dentro de los parametros de calidad: SI NO

Observaciones:

Nombre del técnico responsable:

38

INIAP - Estacion Experimental Santa Catalina



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AGROCALIDAD. (2019). Requisitos especificos para el registro de inoculantes biologicos.
Direccion de registro de insumos agricolas. 5p. Obtenido de: http://www.agrocalidad.gob.ec
/direccion-de-registro-de-insumos-agricolas/

Barrera, S. (2009). Arbuscular mycorrhizal fungi as alternative to sustentable agriculture,
Obtenido de: http://www.scielo.org.co/pdf/bsaa/v7nl/v7nlal4.pdf

Berlanga, P. y Hernandez, V. (2006). Parametros de calidad de hongos entomopatégenos.
Centro Nacional de Referencia de Control Bioldgico. Colima México. 43 p.

Burges, H. ed. (1998). Formulation of Microbial Biopesticides: Benefical microorganisms,
nematodes and seed treatments. Dordretcht, The Netherlands. Kluwer Academic. p. 381

Cenicafé. (2012). Stato dell’arte sulle tecniche di produzione additiva per metalli (Mayo, 2012).
(S. Milena, Ed.), Metallurgia Italiana (Vol. 109). Caldas-Colombia. https://doi.org/10.1017/
CB09781107415324.004

Charnley, A. y Collins, S. (2007). Capitulo 10: Entomopathogenic fungi and their role in pest
control. pp 159-187. En Kubicek, C. y Druzhinina, I. The Mycota IV: Environmental
and Microbial Relationships. Segunda edicion. Springer, Berlin.

Chiriboga, P., Gomez,B. y Garcés, E. (2015). Protocolos para formulacion y aplicacion del bio-
insumo: Beauveria bassiana, hongo entomopatégeno para el control biologico de
hormigas cortadoras (ysau). Obtenido de: https://doi.org/10.1016/B978-0-08-087780-
8.00089-9.

CIPAC - Collaborative International Pesticides Analytical Council. (1989). CIPAC Hanbook F.
Black Bear Press, Cambridge. UK. 472 p.

Contreras, C. (2003). Evaluacion de la estabilidad en almacenamiento de preformulados a base
de Rhizopus stolonifer en la postcosecha de tomate. Pontifica Universidad Javeriana de
Bogota.

Diaz, A., Gémez, M., Grijalba, E., Santos, A. Cruz, F., Ledn, D., Alarcon, E. y Cotes, A.
(2019). Desarrollo y escalamiento de bioplaguicidas. Corporacion Colombiana de
Investigacion Agropecuaria. En AGROSAVIA. Control bioldgico de fitopatdgenos,
insectos y acaros Volumen 2. Colombia.

Equinlab. (2009). Medicion De La Actividad Del Agua. Novasina, 1-5. Obtenido de:
http://www.equinlab.com/pdf /La importancia de la actividad de agua (aw).pdf

FAO y OMS. (2004). Manual sobre elaboracion y empleo de las especificaciones de la FAO y
de la OMS para plaguicidas. Obtenido de: http://apps.who.int/iris/bitstream/10665/42968/
1/9253048573.pdf

Gandarilla, F., Morales, L., Pereyra, B., Elias, M. y Quintero, I. (2018). Produccion de unidades
infectivas de Isaria fumosorosea (Hypocreales: Cordycipitaceae) a partir de aislados
nativos del noreste de México mediante 3 estrategias de propagacion. Revista Argentina
de Microbiologia, 50(1), 81-89. Obtenido de: https://doi.org/10.1016/j.ram.2017.03.008

Gomez, H., Soberanis, W., Tenorio, M. y Torres, E. (2013). Manual de produccion y uso de
hongos antagonistas. 34p. Obtenido de:
https://www.senasa.gob.pe/senasa/descargasarchivos/2017/09/Manual-de-
Producci%C3%B3n-y-Uso-de-Hongos-Antagonistas.pdf

INIAP - Estacion Experimental Santa Catalina



Gomez, H., Zapata, A., Torres, E. y Tenorio, M. (2014). Produccion y uso de hongos
entomopatégenos. Manual de produccién y uso de hongos entomopatégenos. PERU.
Obtenido de: https://www.senasa.gob.pe/senasa/descargasarchivos/2017/09/Manual-de-
Produccion-y-Uso-de-Hongos-Entomopatégenos.pdf

Gonzalez, M., Aguilar, C. y Rodriguez, R. (2012). Control De Insectos-Plaga En La Agricultura
Utilizando Hongos Entomopatogenos: Retos Y Perspectivas. Revista Cientifica de La
Universidad  Autonoma  de  Coahuila,  4(8), 42-53. Obtenido de:
http://www.postgradoeinvestigacion.uadec.mx/divulgacionAQM.html

Grijalba, E., Espinel, C., Cuartas, P., Chaparro, M. y Villamizar, L. (2018). Metarhizium rileyi
biopesticide to control Spodoptera frugiperda: Stability and insecticidal activity under
glasshouse conditions. Fungal Biology. 122 (11). 1069-1076 p.

Humber, R. (2012). Preservation of entomopathogenic fungal cultures. En Lacey, L. (ed).
Manual of Techniques in Invertebrate Pathology. Second edition. Washington — Estados
Unidos de América. Elsevier Ltd. pp. 317-328

ICA, (2017). Control de Bioinsumos. Laboratorio de Control de Calidad de Bioinsumos
Agricolas del Instituto Colombiano Agropecuario. Obtenido de: https://www.controldebio
insumos.com/resena-historica.html

Inglis, G., Enkerli, J. y Goettel, M. (2012). Laboratory techniques used for entomopathogenic
fungi: Hypocreales. pp 189-253 En Lacey, L. (ed). Manual of Techniques in
Invertebrate Pathology. Second edition. Washington — Estados Unidos de América.
Elsevier Ltd.

Infante, D., Martinez, B., Gonzalez, N. y Reyes, Y. (2009). Mecanismos de accién de
Trichoderma frente a hongos fitopatdogenos. Revista Proteccion Vegetal 24:1.

Jaramillo, J., Montoya, E., Benavides, P. y Gongora, C. (2015). Beauveria
bassiana y Metarhizium anisopliae para el control de broca del café en frutos del
suelo. Revista Colombiana de Entomologia 41 (1): 95-104

Jenkins, N. y Grzywacz, D. (2000). Quality Control of Fungal and Viral Biocontrol Agents -
Assurance of Product Performance, Biocontrol Science and Technology, 10:6, 753-
777, DOI: 10.1080/09583150020011717

Landa, L., Arrieta, V. y Galicia, A. (2009). Estudio de la constitucion y deconstruccion de
practicas de los Ingenieros Bioquimicos, Caso Diluciones seriadas. Universidad
Autonoma de Guerrero. México. 9p. Obtenido de: http://funes.uniandes.edu.co/5065/1/
ArrietaUnestudioAlme2009.pdf

Lawrie, J., Down, J. y Greaves, M. (2009). Effects of storage on viability and efficacy of
granular formulations of the microbial herbicides Alternaria alternata and
Trematophoma lignicola. Biocontrol Science and Technology. 11: 283-295.

Macias, A., Diaz, M., Ramos-Lopez, M., Navarro, S., Espinosa, G. y Ruiz, D. (2013). Estudio
del hongo entomopatéogeno Isaria fumosorosea como control mi crobioldgico de la
mosquita blanca Bemicia tabaci. Interciencia, 38(7), 523-527.

Madigan, M., Martinko, J. y Parker, J. (2009). Brock: biologia de los microorganismos.
Doceava edicion. Editorial Prenctice Hall. Madrid, Espafia. 1259 p.

MAG/MEIC. (1997). RTCR 172:1991 plaguicidas. determinacion de la estabilidad de la
emulsion de formulaciones de plaguicidas, 2—7. Obtenido de: http://www.bvsde.paho.org/
bvsacd/cd38/CostaRica/D-27040.pdf

Marques, E, Gutiérrez, M., Gato, Y. y Lequerque, A. (2017). El género Metarhizium Sorokin y
su aplicacion en el control de insectos plagas. Revista Cubana De Ciencias Biologicas,
5(2), 1-13.

40

INIAP - Estacion Experimental Santa Catalina



41

Martinez, B., Danay, 1. y Reyes, Y. (2013). Trichoderma spp. y su funcion en el control de
plagas en los cultivos. Rev. Proteccion Veg., 28(1), 1-11.

Martinez, B., Infante, D., y Peteira, B. (2015). Taxonomia Polifasica y Variabilidad en el
Género Trichoderma.. Rev. Proteccion Veg. 30(5), 11-22.

Mishra, N., Khan, S. y Krishna, S. (2016). Native isolate of Trichoderma: a biocontrol agent
with unique stress tolerance properties. Microbiol Biotechnol 32: 130 DOI
10.1007/s11274-016-2086-4

Nava, E., Garcia, C., Camacho, J. y Vazquez, E. (2012). Bioplaguicidas: una opcién para el
control biolégico de plagas. Ra Ximhai, vol. 8, nim. 3b, Universidad Auténoma
Indigena de México.

Nicholls, C. (2008). Control Biologico de Insectos: Un enfoque Agroecoldgico (1ra edicion).
Antioquia: Septiembre, 2008. Obtenido de: https://www.socla.co/wp-content/uploads/
2014/ClaraNicholls.pdf

Padilla, G., Bernal, M., Vélez, P. y Montoya, C. (2000). Caracterizacién patogénica y
morfologica de aislamientos de Metarhizium anisopliae obtenidos de diferentes ordenes
insectiles. CENICAFE, 51(1), 28-40.

Padin, S., Lampugnani, G., Abramoff, C. y Laporte, G. (2013). Formulaciones comunes solidas.
Biocontrol de Rhizoctonia solani por Trichoderma spp. Universidad Central de
Venezuela.

Perdomo, C. (2018). Desarrollo de cuatro bioformulaciones con base en conidios de
Trichoderma asperellum. Universidad Central del Ecuador. Facultad de Ciencias
Agricolas. Quito-Ecuador. pp. 10-14; 20-29.

Pérez, A., Hermosa, R. y Monte, E. (2017). Trichoderma Biocontrol Activity Against Plant
Pathogenic Ascomycetes, 2, 85-93.

Quiroga, 1. (2009). Caracterizacion de prototipos de bioplaguicida a base de granulovirus para el
control de Tecia solanivora en campo. Pontificia Universidad Javeriana de Bogota.

Ramirez, C. (1982). Seminario Control de Malezas en Praderas: Formulacion de Herbicidas.
ICA. Bogota Colombia. pp. 38 — 44.

Ravensberg, W. (2011). A Roadmap to the Successful Development and Commercialization of
Microbial Pest Control Products for Control of Arthropods. Springer Science y Business
Media. 386 p.

Rifai, M. (1969). A revision of the genus Trichoderma. Mycology Paper 116:1-56.

Rubio, S. y Fereres, C. (2005). Control biolégico de plagas y enfermedades de los cultivos. In
Ciencias Agrarias (pp. 1-16). Madrid. Obtenido de: https://core.ac.uk/download/pdf/
36025273 .pdf

Shoresh, M., Harman, G. y Mastouri, F. (2010). Induced Systemic Resistance and Plant
Responses to Fungal Biocontrol Agents. Annu. Rev. Phytopathol. 48:21-43.

Spadaro, D. y Gullino, M. (2004). State of the art future prospects of biological control of
postharvest fruit diseases. International Journal of Food Microbiology 91: 185-194.

Swaminathan, J., Nelson, T., y Jackson, T. (2011). Technology Transfer Manual — NZAID
Project for INIAP, Ecuador. Nueva Zelanda. 15 p.

Tijjani, A., Bashir, K., Mohammed, 1., Muhammad, A., Gambo, A. y Musa, H. (2016).
Biopesticides for pests control: A Review Journal of Biopesticides and Agriculture, vol.
3 No. 1, 6-13, September, 2016.

Urtubia, I. y France, A. (2007). Formulaciones de hongos entomopatogenos para control de
plagas en agricultura. INIA TIERRA adentro. Obtenido de:
http://biblioteca.inia.cl/medios/biblioteca/ta/NR34779.pdf

Vasquez, M. (2015). Efecto de Beauveria bassiana ¢ Isaria fumosorosea sobre, Oligonychus

INIAP - Estacion Experimental Santa Catalina



punicae , en condiciones de laboratorio. Universidad Nacional de Trujillo. Facultada de
ciencias bioldgicas. Trujillo, Pera. 42p.

Vélez, P., Posada, F., Marin, P., Gonzalez, M., Osorio, E. y Bustillo, A. (1997). Técnicas para
el control de calidad de formulaciones de hongos entomopatogenos. Caldas-Colombia.

Villamizar, L., Zeddam, J. L., Espinel, C. y Cotes, A. (2005). Implementacion de técnicas de
control de calidad para la produccion de un bioplaguicida a base de Granulovirus de
Phthorimaea operculella PhopGV. Revista Colombiana de Entomologia 31 (2): 127-
132.

Wraight, S., Carruthers, R., Jaronski, S., Bradley, S., Garza, C. y Galaini, S. (2000). Evaluation
of the Entomopathogenic Fungi Beauveria bassiana and Paecilomyces fumosoroseus
for Microbial Control of the Silverleaf Whitefly, Bemisia argentifolii. Biological
Control 17, 203-217p. doi:10.1006/bcon.1999.0799.

INIAP - Estacion Experimental Santa Catalina

42



43

GLOSARIO

Actividad de agua (aw): Cantidad de agua disponible para que los microorganismos puedan
desarrollar su metabolismo.

Agente microbial: sustancia o mezcla de sustancias elaboradas con virus u organismos vivos
como bacterias, hongos o protozoos que, por su capacidad de antagonismo, competencia
antibiosis o patogenicidad son empleados en el control bioldgico de plagas.

Agitador vibratorio: equipo para tamizado en seco que reproduce el movimiento de golpeo del
tamizado manual, mediante una accidén mecanica

Blastospora: espora formada por gemacion.

Biocontroladores: sustancia o mezcla de sustancias con agentes microbiales nematodos
entomopatdgenos, parasitoides o predadores utilizados para el control de plagas.

Bioinsumo: sustancia o mezcla de sustancias elaboradas de origen bioldgico o natural
sostenible e inocuo, clasificado como agente bioldgico para el control de plagas, inoculante
bioldgico, bioformulacion, bioplaguicida o bioabono.

Cepa (de un hongo): en una especie, es un subgrupo que generalmente se caracteriza por tener
uno o varios factores en comun; por ejemplo, procedencia geografica y hospedero.

Conidio: espora asexual de los hongos
Conidioéforo: rama de micelio que sostiene conidios.

Clamidéspora: espora de paredes gruesas de varias clases de los hongos. Etapa del ciclo vital
del organismo que sobrevive en condiciones desfavorables, tales como estaciones secas o
calidas. Las clamidosporas son generalmente de color oscuro, esférica y una superficie lisa.

Densidad: Relacion de masa por unidad de volumen.

Densidad apisonada: Compactacion que sufre una formulacion después de su orientacion
conforme a su mejor acomodamiento, eliminando el aire entre ellas.

Microorganismo contaminante: todo microorganismo diferente al ingrediente activo en que
esta basado el bioinsumo.

Entomopatdégeno: organismo con la capacidad de causar enfermedad en los insectos.

Emulsion: Liquido de aspecto lacteo que contiene en suspension pequeiias particulas o gotas de
otra sustancia insoluble.

Excipientes: sustancia inactiva usada para incorporar el principio activo.
Humedad: Contenido porcentual de agua en la formulacion.
Humectabilidad: velocidad con que un sélido se moja.

Ingrediente activo: en los productos para controlar plagas, malezas o insectos, es el
componente que ejerce tal accion.
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Propagulo microbiano: estructura de reproduccion y propagacion microbiana.

Sedimento: Conjunto de particulas sélidas que queda depositado en el fondo del recipiente que
contiene un liquido.

Suspendibilidad: capacidad de las particulas para mantenerse en suspension.
Triton: tenso activo que permite un mejor contacto del solvente con el propagulo.

Unidades formadoras de colonias — UFC: propagulos que tienen la capacidad de multiplicarse
y formar colonias en la superficie de un medio de cultivo.

Viabilidad: estimacion aproximada del niumero de propagulos vivos, capaces de crecer y
multiplicarse.

Volumen: Espacio que ocupa un cuerpo.
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