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PRESENTACION

En la actualidad, el sector agropecuario enfrenta nuevos desafios, que
requieren la integracion de un enfoque ecoldgico, para mejorar los
rendimientos y minimizar el impacto ambiental. Los microorganismos
son imprescindibles para mantener el equilibrio de los ecosistemas,
los cuales estdan ganando importancia en la investigacion para su
produccion y uso como fertilizantes o para el control sanitario, dado
qgue se han comprobado resultados positivos de su aplicacion como
alternativas al uso de insumos quimicos de alta toxicidad.

Esta publicacion recopila experiencias adquiridas en investigaciones
realizadas en los Departamentos de Proteccidn Vegetal de las
Estaciones Experimentales Santo Domingo y Santa Catalina del INIAP,
respecto a la produccion de hongos entomopatdgenos y el control de
calidad de bioformulaciones.

La Estacion Experimental Santo Domingo, en el afno 2019, inicidé una
linea de investigacidon para desarrollar biopesticidas con base en
hongos entomopatdgenos, siendo posteriormente direccionados los
esfuerzos a la busqueda de una alternativa para el control de
garrapatas en ganado bovino, al ser uno de los principales problemas
para la produccidn pecuaria en el tropico.

Por su parte, la Estacion Experimental Santa Catalina, cuenta con un
Laboratorio de Control Bioldgico; en el cual se han realizado trabajos
de estandarizacion e implementacion de metodologias para realizar
pruebas de control de calidad de bioinsumos con base en hongos
biocontroladores, en las que se consideran evaluaciones de
parametros microbioldgicos y fisicoquimicos, que nos permiten
caracterizar un bioinsumo, con el fin de asegurar a los usuarios un
producto de calidad.

El presente manual didactico, constituye una herramienta de guia
respecto a los procedimientos utilizados por el Departamento de
Proteccion Vegetal del INIAP, para la producciéon y control de calidad
de bioinsumos con base en hongos entomopatdgenos.

Este documento estd dirigido a técnicos de laboratorio, asociaciones
agricolas y de ganaderos que deseen implementar un proceso de
produccion y control de calidad de hongos entomopatdégenos para
bioformulaciones de uso agricola y pecuario.
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INTRODUCCION

Mordn (2001), al tratar sobre la importancia del Codex Alimentarius
en la seguridad alimentaria y el comercio de alimentos menciona que,
para tener una vida activa y sana, la inocuidad alimentaria es un
requisito basico de calidad. Implica la ausencia de contaminantes,
adulterantes, toxinas y cualquier otra sustancia que pueda hacer
nocivo el alimento para la salud, o bien unos niveles inocuos o
aceptables de los mismos. Ademas de la inocuidad, las caracteristicas
de calidad incluyen el valor nutricional y las propiedades
organolépticas y funcionales.

Segun Bonilla (2016), en su trabajo Aplicacion del convenio de
Estocolmo: caso en el Ecuador, menciona: “El Convenio de Estocolmo
es un acuerdo internacional ratificado por el Ecuador en el ano 2004,
que busca la reduccidén o eliminaciéon de los Contaminantes Organicos
Persistentes (COPs) en el ambiente. EI Convenio es auspiciado por la
ONU a través del PNUMA. En el Ecuador, después de varios estudios,
se han determinado que las fuentes predominantes de COPs son la
agricultura, el sistema de energia eléctrica vigente y el manejo de
desechos, lo que ha llevado a nuestro pais a realizar esfuerzos para el
control de los mismos a través del fortalecimiento de la normativa
ambiental vigente entre otras acciones”.

El empleo de microorganismos toma mayor importancia por el
minimo impacto ambiental, pues con una adecuada seleccidon de
cepas se puede alcanzar especificidad. Para el efecto, surge la
necesidad de crear mecanismos que permitan almacenarlos y evaluar
su efectividad en campo de manera que permita un control de la
plaga objetivo (Hidalgo, 2019).

El INIAP a través de sus estaciones Santo Domingo (EESD) y Santa
Catalina (EESC) unen su experiencia para el desarrollo del presente
manual mediante protocolos sencillos junto con imagenes que
ejemplifican a su ejecucidén en laboratorio y campo.

Los hongos entomopatdgenos representan una tecnologia alternativa
gue no excluye su uso en interaccion con insecticidas en control de
plagas de cultivos o ectoparasitos de animales, brindando una
alternativa a los problemas de resistencia como por ejemplo la
resistencia a los acaricidas que han adquirido las garrapatas en
Ecuador (Rodriguez et al., 2018).
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IMPORTANCIA DE LOS HONGOS ENTOMOPATOGENOS

Los hongos entomopatdgenos fueron la primera herramienta
biotecnoldogica empleada para el control de plagas, siendo descritos
originalmente durante el siglo XVIII como patologias en insectos de
interés como el gusano de la seda o abejas. En la segunda mitad del
siglo XIX, en Estados Unidos se lideraron muchos trabajos
relacionados con el control de insectos perjudiciales con levaduras,
los cuales no tuvieron buenos resultados. Aproximadamente, en la
misma época en Europa oriental (Rusia), se desarrolldé de manera
notable la idea de |la patologia de insectos aplicada, la cual, tuvo éxito
gracias a los trabajos de Elie Metchnikoff, que luego de determinar
que la plaga llamada “escarabajo de los granos” Anisoplia austriaca,
era atacada por un hongo, una bacteria y un nematodo, logré aislar y
multiplicar al hongo que llamoé Entomophthora anisopliae empleando
al mismo para su control; actualmente se conoce al hongo con el
nombre de Metharizium anisopliae (Espinel et al., 2018).

Actualmente, el deterioro ambiental se ha incrementado por el amplio
uso de pesticidas quimicos, lo que promueve a la busqueda de
componentes de manejo de cultivos, mas amigables con el medio
ambiente. Los hongos entomopatdgenos tienen difusidon en paises del
primer mundo, en agricultura organica e inclusive son empleados
ampliamente en paises latinoamericanos, existiendo desde hace afos
biopesticidas comerciales de produccion nacional en Argentina,
México, Chile, Brasil y Colombia; los cuales son utilizados como
alternativa para disminuir el uso de agroquimicos, minimizando asi, el
dafno a la salud humana y ecosistemas (Gédmez et al., 2018).

Institutos como SENASA en Perd, BiolNIA en Chile o los Centros de
Reproduccion de Entomdfagos y Entomopatégenos (CREES),
supervisados por el INISAV en Cuba, por citar algunos, proveen a los
agricultores de esporas producidas sobre medio sélido con distintas
especies de hongos entomopatdgenos para control de una amplia
gama de plagas (Hidalgo, 2019).

Los hongos entomopatdgenos conforman un amplio grupo de
importancia como biocontroladores, se los puede encontrar en restos
de cultivos, materia organica, en insectos muertos, suelo, etc, los
cuales pueden ser aprovechados por su potencial para una agricultura
sostenible.

Sin embargo, la produccidon de hongos de forma artesanal o
tecnificada, sobre sustrato solido en centros de produccion, tiene el
inconveniente de que las esporas pueden ser inhaladas en grandes
concentraciones por parte del personal, ocasionando el sindrome de
Alveolitis Alérgica Extrinseca, que de ser recurrente desembocarad en
afeccion bronquial cronica y fibrosis intersticial pulmonar. Por lo
anteriormente expuesto, los citados centros disponen de protocolos
de produccioén, control de calidad del producto y bioseguridad de los
operarios, para evitar riesgos a la salud (Sarduy et al., 2011).

Investigaciones Agropecuarias

METODOLOGIAS DE LABORATORIO PARA LA PRODUCCION DE HONGOS
ENTOMOPATOGENOS

PROTOCOLO 1
Monitoreo y colecta de hongos entomopatégenos en campo

1.1 Objetivo

Realizar una prospeccion de hongos entomopatdédgenos a partir de
muestras de insectos infectados para crear un banco base de cepas.

1.2 Materiales Trampas de caida

e Cajas plasticas

e Cuchillo

e Feromonas

e Fruta y/o proteina hidrolizada

Trampas adherentes de colores

e Postes
* Plasticos de colores
e Pega agricola

Técnica de “Insecto Trampa”

e Tarrinas plasticas de 250 cc
* Aguja o0 punzdn

* Placas Petri

* Vaso de precipitaciéon

* Hipoclorito de sodio

e Larvas de Galleria mellonella

1.3 Metodologia
1.3.1 Trampas de caida

Seleccionar la caja plastica a utilizarse, que dependera del tamafio del
insecto a capturar, por ejemplo, insectos de hasta 2 cm de tamano y
sin capacidad de vuelo pueden ser capturados en cajas de 1 litro de
capacidad, mientras que, insectos grandes y con alta capacidad de
vuelo, como Rynchophorus palmarum o Strategus aloeus requieren
cajas plasticas de hasta 20 litros.

En el caso de insectos rastreros debemos hacer hoyos en el suelo en
cuyo interior se deposita una tarrina plastica, quedando la boca de
esta al ras del suelo, luego se cubre con hojarasca a manera gue
brinde sombra y permita el ingreso del insecto. Se debe tomar en
consideracidon desagles para evacuar el agua de lluvia, ya que los
hongos en especimenes mojados no van a esporular.
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Para el caso de insectos voladores, en las trampas se emplea un cebo
atrayente como puede ser fruta descompuesta o para asegurar su
eficacia se adiciona una feromona especifica para la especie de
insecto a capturar. Las trampas son forradas con un costal para
permitir el agarre del insecto y facilite el ingreso del mismo a través
del orificio (Figura 1) y son colgadas en troncos a una altura de 1.5 m;
adicionalmente, se debe poner fibra en la base para evitar que los
insectos muertos e infectados entren en contacto con la humedad de
la fruta descompuesta.

Figura 1. Trampas de caida con atrayente y feromona para Rynchophorus palmarum.

1.3.2 Trampas adherentes de colores

Las trampas adherentes (Figura 2), capturan indistintamente todo
tipo de insecto volador, pero los colores aumentan la prevalencia de
ciertos ordenes; el color amarillo permite capturar insectos de los
ordenes homoptera, diptera, hemiptera y lepiddptera, el color azul
insectos del orden thysanoptera y el color blanco permite el
monitoreo de acaros.

Figura 2. Insectos capturados en trampa adherente.

Instituto Nacional de
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Los insectos infectados/esporulados con hongos entomopatdégenos
en trampas cromaticas con adherente que se utilizan para aislamiento
y multiplicacion, son tomados de la parte media de la trampa hasta el
borde superior de la misma, extrayendo porciones de los insectos
esporulados con una pinza y se colectan en un tubo eppendorf. No se
colecta del borde inferior de la trampa debido a que la acumulacidn
de goma inhibe la esporulacion. Las muestras seran debidamente
etiquetadas y llevadas al laboratorio para su procesamiento vy
aislamiento de hongos entomopatdgenos.

1.3.3 Técnica de “Insecto Trampa”

Se realizan colectas de suelo en tarrinas, etiquetando la tapa vy
realizando orificios en esta con una aguja para permitir el paso de aire,
luego se transfieren larvas de Galleria mellonella o Tenebrio molitor
(Figura 3). Transcurridos de 5 a 7 dias se remueven los insectos
muertos, observandose que estos presentan crecimiento de hifas
donde se recuperan estas mediante siembra en medio de cultivo
Saboreaud Dextrosa mds Dodine.

Figura 3. Técnica del “Insecto trampa”.

Si se observan larvas muertas, posiblemente infectadas (color
rosado) o no bien esporuladas, se procede a esterilizarlos
introduciéndolos durante 60 segundos en una solucién de agua estéril
con hipoclorito de sodio al 0.5 %. A continuaciéon, las larvas son
lavadas dos veces con agua estéril, se colocan sobre una servilleta
para su secado y se envian a la cdmara hiumeda hasta su esporulacion.
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PROTOCOLO 2
Preparaciéon de materiales y medios de cultivo

2.1 Objetivo

Preparar y dispensar medios de cultivo previo a las actividades de
laboratorio.

2.2 Materiales y equipos

« Acido lactico o antibidticos (Estreptomicina, Penicilina, Tetraciclina)
» Agar (Papa Dextrosa Agar - PDA,Saboreaud Dextrosa Agar - SDA)
e Agua destilada

» Autoclave

o Camara de flujo laminar

 Cristal Violeta

« Dodine

» Estufa

e Gradillas

» Papel

» Placas Petri

« Sellador de fundas

» Tubos de ensayo con tapa

2.3 Metodologia

2.3.1. Limpieza previa

« El material de vidrio contaminado con medios de cultivo y agentes
bioldgicos, debe ser sometido a esterilizacidon por autoclave previo
al lavado.

* Eliminar todos los residuos una vez que se enfrien.

* Lavar con detergente u otro surfactante y enjuagar con abundante
agua.

« De observarse sarro, dejar los materiales sumergidos en limpia
sarro por al menos 24 horas y proceder nuevamente a su lavado.

Investigaciones Agropecuarias

Figura 4. Esterilizacién de materiales. Empaquetado (a y
b), esterilizacion en autoclave (c) y esterilizacion en estufa (d).

2.3.2. Esterilizaciéon de materiales. Método Himedo (Autoclave)

Se emplea con materiales que no resisten altas temperaturas como
plasticos o medios de cultivo. Se realiza en autoclave a 121° C - 15
libras de presion - PSI, durante 20 minutos. Para materiales como
puntas o tapas de plastico, se empaquetan en fundas de polipropileno
herméticamente selladas y se esterilizan (Figura 4 a,b y c).

2.3.4. Esterilizaciéon de materiales. Método Seco (Estufa)

Las placas Petri y frascos de vidrio deben empaqguetarse en papel,
cilindros de acero inoxidable, papel aluminio, etc. y ponerse en la
estufa a 180 °C durante 2 horas posteriormente dejarlas enfriar 2
horas antes de retirar el material (Figura 4 d).

2.3.4. Preparacion y dispensado de medios de cultivo

Los medios de cultivo que se emplean para hongos
entomopatdgenos son el Papa Dextrosa Agar (PDA) y el Sabouraud
Dextrosa Agar (SDA) (Villa et al., 2012). De manera general, los pasos
para la preparacion de medios son:

1. Pesar en una balanza electrénica empleando un sobre de papel
aluminio la cantidad en gramos de agar recomendada por la casa
comercial para la preparacion del volumen deseado del medio de
cultivo.

2. Calentar el volumen de agua requerido a 95 °C.

3. Verter el agar lentamente sobre el agua caliente y posteriormente
agitar hasta lograr la dilucion del mismo.

4. Aforar el agar disuelto dentro de un frasco erlenmeyer hasta la
mitad de su capacidad, tapar la boca del envase con algododén vy
autoclavar durante 20 minutos a 15 PSI de presion.

5. Dispensar en placas Petri (Figura 5) o tubos de ensayo (Figura 6).
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Para su elaboracion se prepara medio Saboraud Dextrosa Agar, el

Medio de cultive medio se esteriliza en autoclave y al bajar la temperatura a 30 °C se
deshidratado y afade 0.345 ml de Syllit (ingrediente activo Dodine 0.4 g/l) y acido
pesado lactico 0.32 ml como antibidtico. Para visualizar el crecimiento del
hongo se anade por litro de agar 10 mg de Cristal Violeta (Figura 7).
a0 = . =

destilada
Poner el medio de Enfriar el medio a Vertir el medio en Al selidificarse

cultive en autoclave  temperatura gue Placa petri dentro  embolsary
por 20 minutos  permita manipulacién de cdmara himeda  refrigerar

Figura 5. Dispensado de agar en placas Petri (Agrios, 2002).

El dispensado de tubos de ensayo se emplea para conservacion de
cepas puras en refrigeracion durante un ano (Figura 5).

Figura 7. Medio Dodine con Cristal violeta.

Medio de cultive

deshldratad':? e El medio Dodine debe guardarse bajo sombra, ya que la luz
pesado 1 desnaturaliza al ingrediente activo.

A

:_ T
Agua (iF S’Pq 5 :”
destilada @ 5 HH b &
F

Calentar el Colocar medio Colocar tubos  Autoclavar Inclinar tubos

medio hasta mediante embudo en gradillas con por 20 min hasta que

disolverse  dentro de tubos tapon de algodon solidifique

de ensayo

Figura 6. Dispensado de agar en tubos (Agrios, 2002).

Para evitar el desarrollo de bacterias se agrega antibioticos al medio
de cultivo después de ser esterilizado en autoclave y enfriado a una
temperatura de 30° C, como Penicilina + Estreptomicina (30 - 50
ppm), tetraciclina (50 ppm) o 40 gotas de acido lactico por litro.

2.3.5. Medio selectivo SDA + Dodine

Este medio de cultivo es selectivo para hongos entomopatdégenos
como Beauveria, Isaria y Metarhizium, limitando el crecimiento de
otros hongos (Chase et al.,, 1986). Se emplea para recuperar hongos
entomopatdgenos de muestras contaminadas o de muestras de suelo.
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PROTOCOLO 3
Purificacién y caracterizaciéon de cepas

3.1 Objetivo

Purificar y caracterizar cepas de hongos entomopatdgenos a partir de
muestras de campo.

3.2 Materiales y equipos

 Acido lactico o antibidticos (Estreptomicina, Penicilina,
Tetraciclina)

e Agar (PDA, SDA)

* Agua destilada

e Autoclave

* Camara de flujo laminar

e Estufa

* Placas Petri

e Microscopio

e Porta y cuble objetos

e Cinta adhesiva transparente

3.3 Metodologia
3.3.1 Cultivos monospdricos

Adaptado de metodologia CIP (Ames, 2004), CINCAE (Pereira vy
Mora, 2004), (Contreras y Bustillos, 2019).

1. Con un asa de inoculacién estéril, obtenga una cantidad muy
peguefa de esporas de una cepa crecida en el medio de cultivo y
suspenda en unos pocos ml de Tween 80 en un vial estéril.

2. Suspender las esporas en el agitador durante 5 minutos (para
obtener una gran proporcidon de esporas unicas en suspension).

3. Retire asépticamente una muestra de la suspensidon y realice un
conteo de hemocitdmetro. [Es necesario conocer la concentracion
aproximada de esporas para determinar a qué distancia deben
llevarse las diluciones para obtener aproximadamente 100
esporas/ml].

4. Diluir la suspension de esporas con Tween 80 estéril al 0.1 % en la
medida necesaria para obtener aproximadamente 50-100 esporas por
m!| (Figura 8). Aproximadamente 0.1 ml de una suspension de 50
esporas / ml equivalen de 5 a 15 esporas por placa. Un niUmero mayor
por placa puede dificultar el posterior aislamiento de colonias
individuales.

Instituto Nacional de
Investigaciones Agropecuarias
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Figura 8. Dilucién y siembra de colonias Modificado de: Dominguez (2019).

5. Colocar 0.1 ml de la dilucidn escogida en cada una de placas Petriy
extender sobre la superficie de cultivo (Agar) con una barra de
extension flameada.

6. Incubar las placas Petri a 25-30 °C hasta que las colonias alcancen
2-4 cm de didmetro.

7. Examine colonias por diferencias morfoldgicas (Figura 9).
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Figura 9. Separacién de cepas monospdricas (Imagen muestra dos cepas, a y b).

3.3.2 Morfologia macroscopica

Para cada aislado preparar con PDA 5 placas Petri de 90 mm de
diametro. Transfiriera material al centro de la placa mediante técnica
de palillo estéril. Las placas deben incubarse a 25°C durante 5 dias.
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(Hidalgo, 2019; adaptado de Salvador y Vega, 2013).
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3.3.3 Morfologia microscopica

1. Una vez colonizada la placa Petri con el micelio del hongo, colocar
en una lamina portaobjetos una gota de azul de lactofenol u otro
colorante.

2. Con una aguja entomoldgica o un alfiler minutum tomar una
pequefa muestra de tejido hifal y dispersarla sobre la gota de
colorante, luego hay que cubrirla con un cubreobjetos.

3. También se puede tocar levemente la superficie de la colonia en
desarrollo con una cinta adhesiva transparente y pegarla sobre la
[dmina portaobjetos.

4. Observar al microscopio con aceite de inmersién cuando las
estructuras son muy pequefas. Utilizar claves taxondmicas para la
identificacion a nivel de género del hongo en estudio.

5. Medir la longitud y didmetro de cualquier estructura de interés de
acuerdo a la especie que este observando.

3.3.4 Registro de cepas

Siguiendo la metodologia de Contreras y Bustillos (2019), cada cepa a
registrar se le asigna un codigo y se elabora una tabla con los
siguientes datos:

* Género

* Especie

e Localidad origen

* Hospedero original

e Hospedero evaluado

* Produccidn de conidios

* Concentracion de conidios en sustrato

e Tasa de crecimiento radial

e Tamano de conidios (didmetro minimo y maximo)

Adicionalmente, se incluye fotografias del anverso y reverso del
crecimiento de la colonia en el medio de cultivo. También debe
incluirse fotografias microscopicas de conidiéforos, conidias vy
fidlides.
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PROTOCOLO 4
Pruebas de patogenicidad (Postulados de Koch)

4.1 Objetivo

Determinar la patogenicidad de las cepas aisladas de hongos
entomopatdgenos.

4.2 Materiales y equipos

 Acido lactico o antibidticos (Estreptomicina, Penicilina, Tetraciclina)
e Agar (PDA, SDA)

* Agua destilada

e Autoclave

 Camara de flujo laminar

e Dispersor

e Estufa

* Gradillas

* Insectos criados en laboratorio

e Papel aluminio

¢ Pipeta

e Placas Petri de diferente didmetro

* Recipientes de vidrio (Erlenmeyer, vaso de precipitacion)
e Recipientes plasticos (vasos, tarrinas)
 Sustrato/alimento

e Tubos de ensayo de 10 ml

4.3 Metodologia
4.3.1 Cria de insectos en laboratorio

Para la realizacion de bioensayos se debe disponer de crias en
laboratorio de las plagas a controlar, o como alternativa insectos
pertenecientes a la misma familia con habitos similares de alimentacion.

Los insectos mas comunes de cria en laboratorios son Galleria
mellonella, Sitotroga cerealella, Spodoptera frugiperda, Tenebrio
molitor, Sitophilus orizae, Acheta domesticus, Musca domestica vy
Hermetia illucens. Cuando se trabaja con hemipteros, se recurre a jaulas
con malla que disponen de plantas en macetas; mientras que, para
insectos hematofagos se dispone de jaulas con compuertas de ingreso
para animales de sangre caliente como conejos, asi como sitios
apropiados para oviposicion como fuentes de agua en el caso de
culicidos.

4.3.2 Preparacion de materiales

1. Prepare recipientes con insectos criados en laboratorio. Colocar 30
insectos inmaduros o 15 insectos adultos en cada recipiente de cria y
tape la boca del recipiente con una tapa perforada o papel aluminio
perforado para permitir el paso de aire.

Instituto Nacional de
Investigaciones Agropecuarias

2. Partiendo de 1 gramo del producto (sustrato - hongo), ejecute el
protocolo de conteo de conidias.

3. En base a los resultados obtenidos, realice las diluciones
correspondientes para obtener las dosificaciones planteadas a aplicar
en recipientes debidamente etiquetados.

4.3.3 Inoculaciéon de insectos Inmersion

Esta metodologia es empleada en Perd, con larvas de Galleria
mellonella, empleando larvas en ultimo instar que son inmersas en la
disolucidén de esporas de hongo durante un minuto, posteriormente se
la deja escurrir sobre papel toalla y pasa a recipientes donde se
espera la incubacion del hongo (Figura 11).

Sano Hongos entomopatdgencs

Figura 11. Inoculacién al insecto por inmersion (Hidalgo, 2019).

-
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Aspersion

Esta metodologia es empleada en insectos que presentan mayor
movilidad como larvas de garrapatas o insectos adultos. Se dispone
una cantidad determinada de insectos dentro de recipientes lo que
permite una rapida transferencia de estos a los recipientes de
incubacion donde seran expuestos al hongo, en el caso de garrapatas
se realiza la transferencia de huevos en tubos de ensayo y se espera a
la incubacion de las larvas.

Las disoluciones son dispuestas dentro de aspersores y se preparan
los recipientes con insectos sobre papel para que absorba el
excedente de humedad, realizando pruebas preliminares para
observar la cantidad de agua que se puede rociar sin saturar de
humedad el recipiente, ya que esta puede ahogar al insecto si se
acumula en sus espirdculos. Mediante rapidos movimientos se
transfiere los insectos y se rocia la solucidn sobre ellos,
posteriormente se tapan bien los recipientes y se etiquetan

(Figura 12).
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Instituto Nacional de

Figura 12. Ninfas de garrapata rociadas con hongos entomopatdégenos.

4.3.4 Camara humeda (esporulacién)

La cdmara humeda brinda un ambiente con elevada humedad relativa,
pero evita que los insectos muertos entren en contacto con el agua.
Para esto empleamos una placa Petri de didmetro menor dentro de
otra placa Petri estdndar, entre estos placas se coloca agua y se
procede a tapar y etiquetar (Figura 13).

Figura 13. Cdmara humeda. Ejemplos de esporulacién con
a) Sitophilus orizae, b) Rhipicephalus (Boophilus) microplus.

Investigaciones Agropecuarias

Los insectos muertos son colectados 8 dias después de la inoculacion
y luego de 5 dias de incubacidon en la cdmara humeda se observara
sobre los mismos el crecimiento de hifas. Una vez esporulados, se
deben procesar para el aislamiento e identificacion del hongo
entomopatdgeno; si se dejan mucho tiempo dentro de la cdmara
himeda los insectos se deterioran y se pierde la muestra.

4.3.5 Recuperacion de hongos

Siembre en PDA una carcasa del insecto esporulado en el centro de
una placa Petri e incube por 15 dias. Posterior a la esporulacion,
transfiera el material a placas Petri con PDA y se conserva, con |lo cual
se habra recuperado la cepa original (Figura 14).

Figura 14. Siembra de insectos para recuperacién de hongos.

En caso de tener problemas de contaminacion por hongos, emplee
medio SDA + Dodine, si la contaminacion es bacteriana afada
antibiodtico o acido lactico al PDA.

Este procedimiento se conoce también como reactivacion y se realiza
una vez al aifo para mantener la virulencia de la cepa, misma que se
pierde paulatinamente con cada réplica de conidias en el medio de
cultivo.
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PROTOCOLO 5
Produccidn sobre sustrato sélido (arroz)

Adaptacion de metodologia de Pereira y Mora (2004).
5.1 Objetivo

Producir hongos entomopatdgenos esporulados sobre sustrato de
arroz en presentacion de fundas de 800 g.

5.2 Materiales y equipos

* Agua destilada

* Alcohol y aspersor

* Arroz

» Autoclave

* Bandejas

* Camara de flujo laminar

* Estufa

e Fundas plasticas

» Grapadora/Sellador de fundas

* Guantes de nitrilo

e Jeringas

* Mascarilla completa con protector facial
* Recipientes de vidrio (Erlenmeyer, vaso de precipitacion)
* Trajes de seguridad bioldgica

5.3 Metodologia

Existen tres métodos de produccion de hongos entomopatdgenos, el
primero consiste en la produccion sobre sustrato solido (cereales),
partiendo de conidias obtenidas de colonias puras en placas Petri,
este método artesanal se emplea en investigacién y produccidn a
pequena escala.

El segundo método es un sistema mixto donde se producen
blastosporas del hongo en medio liquido de papa dextrosa, como
fuente de indculo para su incorporacion sobre sustrato sdélido. En este
sistema se abarata la fuente de indculo y es posible disponer de
grandes volumenes, por lo que se considera un sistema semi
artesanal.

Finalmente, se considera un método industrial la produccién de
blastosporas mediante el uso de biofermentadores. Si bien se
incrementa significativamente la produccion de esporas frente al
sustrato solido, al ser blastosporas tienen poca tolerancia al medio
ambiente y su periodo de almacenamiento en percha usualmente no
supera los 15 dias.

Instituto Nacional de
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El presente manual muestra las técnicas de produccidn sobre sustrato
soélido tipo artesanal.

5.3.1 Preparacion de sustrato

El arroz es lavado tres veces para eliminar impurezas y almidon suelto
y se deja escurrir por 20 minutos. Posteriormente, se elaboran
paquetes de hasta un kg dentro de fundas que son selladas
herméticamente, procurando dejar una bolsa de aire en el interior.

5.3.2 Inoculacion del sustrato

Se extraen esporas de placas Petri raspando su contenido con un asa.
Verter el contenido de 3 placas en 500 ml| de agua destilada estéril.
Las esporas son hidrofobas por lo que para poder dispersarlas se
coloca una gota de Tween 80

Figura 15. Inoculacion de sustrato.

Se inyectan 5 ml de la solucién por funda (Figura 15) y se procede a
remover el arroz a partir del sexto dia.

5.3.3 Remociodn y control de contaminantes

Las fundas se abren luego de observar la cobertura completa de los
granos de arroz, situacion que se da al sexto dia (Figura 16, a).
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Cuando se procesan pocas fundas, es posible monitorear
contaminacion y eliminarla para evitar la pérdida de todo el material.
En volumenes grandes, esta actividad consume mucho tiempo, por lo
gue se procede a eliminar las fundas contaminadas (Figura 16, b).

Luego de la cobertura total del arroz se abren las fundas y se
extienden sobre bandejas para su secado, proceso que dura una
semana (Figura 17a). Posteriormente, se empaquetan en fundas de
800 gramos. Al evaluar parametros de control de calidad, se espera
un minimo de 1 x 108 conidios por gramo con un porcentaje de
germinacion del 90% a las 18 horas y un porcentaje de pureza del 98%
(Figura 17b).

Figura 17. Secado y empaquetado.

Instituto Nacional de
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METODOLOGIAS DE PRUEBAS MICROBIOLOGICAS DE CONTROL
DE CALIDAD DE BIOFORMULACIONES

PROTOCOLO 6
Porcentaje de germinacién de esporas

6.1 Objetivo

Determinar la viabilidad mediante la cuantificacion de conidios
germinados en 24 horas.

6.2 Materiales y equipos

» Sustrato arroz colonizado por el hongo entomopatdgeno
de interés

* Solucidén de Tritdn X-100 al 0.1%

* Agar agua

* Micropipetas 1000ul y 100ul

* Placas Petri

* Azul de lactofenol

 Bisturi

e Porta y cubre objetos

* Incubadora

e Camara de flujo laminar

e Microscopio

6.3 Metodologia (Baez et al., 2019)

1. Tomar tres submuestras de 1g del sustrato de arroz colonizado o
bioformulado con la especie de hongo entomopatdgeno de interés.

2. Cada submuestra se coloca en tubos de ensayo con 9 ml de
solucion estéril de Tritdon X-100 al 0.1%, agitar en vortex hasta que se
homogenice completamente la suspension.

3. La suspension obtenida corresponde a la dilucidn 10-1.

4. A partir de la dilucion 10-1 realizar diluciones seriadas (10-2, 10-3),
tomando una muestra de 1000 ul y colocandola en un nuevo tubo de
ensayo con 9 ml de solucion estéril de Triton X-100 al 0.1%,
sucesivamente.

5. Tomar 100 ul de las diluciones seriadas 10-2 y 10-3 y sembrarlas en
placas Petri conteniendo Agar Agua, dispersandolas en toda la
superficie.

6. Incubar a una temperatura entre 22°C - 25°C.

7. Se puede evaluar a partir de las 10 horas de incubacidn hasta
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maximo 24 horas después de la siembra, el tiempo de germinacion PROTOCOLO 7
serd especifico para cada especie de hongo utilizado. Concentracién de esporas (Cuantificacion en camara de Neubauer o
Hematocitémetro)

8. Colocar tres gotas de azul de lactofenol sobre la superficie del agar
y cortar segmentos de agar de aproximadamente 1 cm2 (Figura 18). 7.1 Objetivo

9. Colocar sobre una placa portaobjetos y observar al microscopio. Determinar la cantidad de esporas o conidios existentes por unidad
de masa o volumen.

10. Contar las esporas germinadas y no germinadas por campo

optico, minimo 300 esporas por muestra (Figura 19). Expresar en 7.2 Materiales y equipos
porcentaje el niUmero de esporas germinadas. Se considera aceptable
> 90% de esporas germinadas en 24 horas. * Solucién de Triton X-100 al 0.1%

* Camara de Neubauer o Hematocitémetro
* Micropipetas 100ul y 1000ul

* Vortex

e Microscopio

* Muestra de bioformulado

* Tubos de ensayo

* Balanza

7.3 Metodologia (Baez et al., 2019)

1. Tomar tres submuestras de 1 g del bioformulado con la especie de
hongo entomopatdgeno de interés.

2. Colocar cada muestra en un tubo de ensayo con 9 ml de solucidén
estéril de Tritédn X-100 al 0.1%. La suspension obtenida corresponde a
la dilucidn 10-1.

3. Agitar fuertemente hasta que I|la muestra se disperse
completamente.

4. A partir de la dilucidn 10-1, realizar diluciones seriadas (10-2, 10-3),
tomando una muestra de 1000ul y colocar en un nuevo tubo de
ensayo, sucesivamente.

5. Tomar una muestra de 50ul de la dilucién 10-3 y transferirla a la
camara de Neubauer (Figura 20), hasta que se llene la cdmara por
capilaridad.

6. Proceder a realizar el conteo en microscopio, cuantificar las
esporas presentes en 20 cuadros, como se muestra en la Figura 21.

7. Realizar el promedio de las 20 lecturas y aplicar la siguiente
formula, ajustada de Gédmez et al. (2014):

Concentracion de esporas / g o ml = Promedio 20 lecturas x 10 000 x
16 x FD

Figura 19. Identificacion de esporas germinadas (Hidalgo, 2019).

En la figura 19, se observan esporas vivas (color azul), en contraste
con material inerte; se considera espora germinada a aquellas cuyo
tubo germinativo excede al didmetro del conidio.
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Donde,

FD: Factor de dilucidén (inverso de la diluciéon utilizada para el conteo)
16 y 10 O00: Constantes para cuadrantes laterales

Se considera aceptable una concentracion de esporas por gramo a
valores superiores a 1 x 108.

Figura 20. Cdmara de Neubauer (Hidalgo, 2019).

Para determinar el niumero de esporas por volumen contenidas en una
determinada suspensién se utiliza una cdmara de Neubauer o
Hematocitdmetro, el cual es una lamina de vidrio que contiene dos
camaras de 0.1 mm de profundidad. Cada cdmara esta dividida en
cuadriculas que nos permiten realizar los conteos de esporas

(Figura 21).

1 4 1 i
5 5

2 3 2 3
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1 4 1 4
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Figura 21. Esquema de las celdas para cuantificacién en cémara de Neubauer.
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PROTOCOLO 8
Determinacién de viabilidad (Conteo de unidades formadoras de
colonias - UFC)

8.1 Objetivo

Determinar la cantidad de esporas o conidios viables por unidad de
masa o volumen.

8.2 Materiales y equipos

* Muestra de bioformulado con el hongo entomopatdgeno
de interés

e Solucion Triton X-100 al 0.1%

e Micropipetas 100ul y 1000ul

* Balanza

* Placas Petri

* Vortex

* Medio de cultivo PDA

* Incubadora

8.3 Metodologia (Baez et al., 2019)

1. Tomar tres submuestras de 1 g del sustrato de arroz colonizado con
la especie de hongo entomopatdgeno de interés.

2. Colocar cada muestra en un tubo de ensayo con 9 ml de solucién
estéril de Tritdn X-100 al 0.1%. La suspension obtenida corresponde a
la dilucidn 10-1.

3. Agitar fuertemente hasta que la muestra se disperse
completamente.

4. A partir de la dilucién 10-1, realizar diluciones seriadas (hasta 10-6),
tomando una muestra de 1000ul y colocar en un nuevo tubo de
ensayo, sucesivamente.

5. Sembrar por triplicado 100ul de las diluciones obtenidas en el
medio PDA.

6. Extender la muestra en toda la superficie de las placas Petri.

7. Dejar incubar a 24°C hasta que las colonias sean visibles para su
conteo de cinco a siete dias.

8. Seleccionar la dilucion adecuada para realizar el conteo, se
recomienda que existan de 10 a 100 colonias por placa Petri.

9. Contar el numero de colonias en las tres placas Petri de la dilucién
seleccionada (Figura 22).
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10. Promediar el numero de colonias registrado en las tres
repeticiones y calcular las UCF mediante la siguiente formula:

UFC / g o ml = Promedio # de colonias x factor de dilucién.

Se considera aceptable cuando la concentracién de UFC/ g o ml es
mayor a 1 x 108,

Figura 22. Conteo de colonias (Hidalgo, 2019).

Investigaciones Agropecuarias

PROTOCOLO 9
Porcentaje de pureza

Determinar la presencia de microorganismos diferentes al hongo
entomopatdgeno de interés.

9.2 Materiales y equipos

e Muestra de bioformulado con el hongo entomopatdgeno
de interés
e Solucién Tritdon X-100 al 0.1 %
* Medios de cultivo para hongos y bacterias (Agar Nutritivo y PDA)
* Placas Petri
e Incubadora
 Camara de flujo laminar
e Micropipetas de 1000ul y 100ul

Metodologia (Bdez et al., 2019)

1. Tomar tres submuestras de 1 g del sustrato arroz colonizado con la
especie de hongo entomopatdgeno de interés.

2. Colocar cada muestra en un tubo de ensayo con 9 ml de solucidn
estéril de Tritdn X-100 al 0.1 %. La suspension obtenida corresponde a
la dilucion 10-1.

3. Agitar fuertemente hasta que la muestra se disperse
completamente.

4. A partir de la dilucion 10-1, realizar diluciones seriadas (hasta 10-6),
tomando una muestra de 1000 ul y colocar en un nuevo tubo de
ensayo, sucesivamente.

5. Sembrar por triplicado 100 pl de las diluciones obtenidas en medios
de cultivo de acuerdo a lo que se quiere cuantificar (bacterias: medio
agar nutritivo; hongos: medio Papa dextrosa agar).

6. Incubar a 25 °C por 48 horas para bacterias y por siete dias para
hongos.

7. Realizar el conteo de colonias de microorganismos contaminantes
en las diluciones y aplicar la férmula descrita para UFC en el
Protocolo 8.

8. Expresar en porcentaje la cantidad de microorganismos

contaminantes en relacion al numero de colonias del hongo
entomopatdgeno de interés.

% Pureza = (UFC del hongo deseado / UFC totales) x 100
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Una carga alta microbiana diferente al biocontrolador genera un
efecto negativo en el tiempo de almacenamiento y pérdida de la
eficiencia del producto.

Se consideran valores optimos de pureza cuando superan al 90 %.

METODOLOGIA PRUEBAS DE EFICACIA DE UN PRODUCTO CON
BASE EN HONGOS ENTOMOPATOGENOS

PROTOCOLO 10
Bioensayos para determinacion de eficacia

Evaluar la eficacia de un producto formulado con base en

hongos entomopatdgenos para su seleccion y recomendacion de uso.

10.2 Materiales y equipos

* Muestra de bioformulado
e Tween 20

* Agua esterilizada

e Sustrato

e Envases plasticos

* Cria de insectos plaga

e Incubadora

10.3 Metodologia

1. Pesar un gramo de bioformulado con el hongo entomopatdgeno de
interés.

2. A 9 ml de agua agregar tween 20 y agitar.

3. Determinar la concentracién de esporas o conidias, utilizando la
metodologia descrita en el Protocolo 7.

4. Preparar diferentes dosis del producto a evaluar (alta, media vy
baja); como control se utilizarad agua esterilizada.

5. Inocular con las diferentes dosis los sustratos a utilizarse para las
pruebas, en el esquema de la (Figura 23), se detallan los pasos a
seguir; de acuerdo a la metodologia por inmersion (Figura 24) o por
uso de un sustrato alimenticio.

6. Preparar los recipientes con los insectos criados en laboratorio
(unidad experimental).

Instituto Nacional de
Investigaciones Agropecuarias

7. Colocar 15 insectos adultos en cada recipiente de cria (etiquetar
con la respectiva dosis). En caso de emplear insectos inmaduros para
el bioensayo; use al menos 30 insectos por dosis.

8. Colocar las unidades experimentales con los insectos y sus
respectivos tratamientos en la incubadora (25-28° C, 80% H.R.).

9. El registro de datos se realizard a las 24 horas después de la
inoculacion de insectos, se elimina todos los insectos muertos y recién
mudados (blancos).

10. Examinar los envases con insectos y removerlos diariamente.

11. Registre diariamente la cantidad de insectos vivos en cada envase
y expresar en porcentaje.

DIETA

Prepare y autoclave
la dieta

FOLLAJE

Larvas alimentadas con

(llenar estémago)
Alimente con dietx DL50 Opcién Suspencién de

ne contaminada hasta Alimente hasta total &

que empupe el insecto consumo de la dieta ) tubo Esj‘_'e‘_:h“_ alhy sobre discos de hoja
alimentacion individual
Cant!dad de dieta = U . X
I requerida durante test B
E . Larva consume
| Dosis letal media DL50] disco y muere

Mida el volumen dentro

follaje en container individual
;

I

del CU”tE””EdW demezcla  pispense cantidad conocida _@ ‘

de microorganismos, remueva v 2
: = : Suspencion puesta  Reservorio de agua
hasta homogenizar la mezcla Sobre Follsia t o 4
Enfrie a 45°C ) para retener tulgencia
de la hoja
/_ Inmersidn en
Dispense un volumen conocido Bafio Maria a 45°C (Virus) suspencidn de
dentro de cdmaras individuales Concertracidn letal microorganismos

Alimentar a la larva con

E E E E E .\ el CR 0 o sin reservorio de agua

Alimente por periodo Adicione insectos
E € corto de tiempo <« E (larvas) @>‘

Poner dieta dentro de Corte discos de hoja microorganismos

Figura 23. Inoculacién al sustrato (modificado de Lacey et al., 1997).
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