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INTRODUCCION

La investigacion con hongos
entomopatogenos cada dia
recibe mas atencion debido
a los efectos permanentes
que éstos causan en las
poblaciones de insectos
plagas de importancia
econdmica y al uso poten-
cial como agentes de control
biologico en programas de
manejo integrado. Esto ha
originado un gran interés en
su producciéon masiva,
formulacion y
comercializacion como
insecticidas biologicos.

En Europa, Brasil, Cuba y
Venezuela se han desarro-
llado formulaciones de los
hongos Beauveria bassiana y
Metarhizium anisopliae
(1,9,10,12,15). En Colombia
} el uso generalizado de los
hongos entomopatogenos
| especialmente B. bassiana se
| hizo realidad con las investi-
| gaciones realizadas por
Cenicafé para el control de
|'la broca del cafe,
Hypothenemus hampei, que
han servido de modelo para
su aplicacion en otros
cultivos como el arroz,
| algodon, flores, leguminosas,
pastos y palma africana.

La comercializacion de
insecticidas basados en
hongos entomopatégenos
requiere un control de las

Tecnicas para el control de calidad de

propiedades biologicas,
fisicas y quimicas, que
asegure al usuario un
producto con la maxima
eficacia de control en el
campo (14). En la literatura
es escasa la informacion
sobre procedimientos que
permitan ejercer un control
de calidad sobre los hongos
entomopatogenos. Existe
bastante informacion acerca
de Bacillus thuringiensis
(3,11) y algunas publicacio-
nes sobre pruebas de
seguridad en el manejo de
entomopatogenos (4). La
informacion sobre hongos
se limita a indicar cuales
pruebas se deben realizar
(6,13) y describe la legisla-
cion de hongos entomopa-
togenos para su
comercializacion (7).

Recientemente en Colombia
se expidi6 una reglamenta-
cién sobre la produccion de
entomopatégenos (8) v
sobre los requisitos para
obtener las licencias de
produccién y venta; sin
embargo, esta reglamenta-
cion adolece de una
informacién detallada sobre

| el control de calidad de

estos productos. El Instituto
Colombiano Agropecuario
(ICA), coordina un grupo

‘interinstitucional y de

productores que busca

\llegar a un consenso sobre

estas pruebas. El presente
documento es un aporte a
este objetivo, basado en las

formulaciones de hongos entomopatogenos
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investigaciones desarrolladas

en Cenicafé, en el cual se
propone una metodologia
apoyada en resultados

experimentales con soporte

estadistico, para realizar las
pruebas de calidad de las

calidad de las diferentes
' formulaciones se realizan |
comparandolas con un
' patrén seleccionado, del
hongo producido con la
tecnologia artesanal (2).

formulaciones de B. bassiana

y M. anisopliae que produ-
cen los caficultores en sus
fincas y los laboratorios

comerciales de hongos para | 1.

el control de la broca del
café.

Las instrucciones consigna-
das permiten analizar los
productos presentados en
sustratos naturales o formu-

lados en seco con materiales

inertes. Las pruebas de

Las caracteristicas del
patron son las siguientes:

| 3.

Cultivo desarrollado en
promedio de
temperaturas de 25 +
2 °C, con un tiempo de
incubacion de 25 dias,
condiciones que
permiten la maxima
esporulacion.

Los datos de cada prueba

son registrados en formatos

Cultivo de primer pase
en sustrato de arroz
después de reactivado
en broca.

individuales, los cuales se
consolidan y analizan en
conjunto, estableciendo

la calidad de las

formulaciones examinadas.

2. Medio de cultivo inocu-
lado con una suspension
del hango que asegure
un crecimiento rapido y

\ uniforme.

Técnicas para el control de calidad de
formulaciones de hongos entomoy:atégenos
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PATRON DE
COMPARACION

Para el caso del hongo B. bassiana se utiliza el aislamiento
Bb 9205, como patrén de comparacion y para

M. anisopliae se usa el aislamiento Ma 9236 (Figura 1).
Ambos deben ser reactivados en broca del café y
cultivados en sustrato de arroz contenido en botellas de
vidrio transparente durante 25 dias, a una temperatura de
25+ 2°C.

Figura 1. Patronesde: a) Beauveria bassiana- Bb9203 y b) Merarhizium anisopliae- Ma9236

cultivados en arroz, a los 25 dias de desarrollo

Técnicas para el control de calidad de

formulaciones de hongos entomopatogenos
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REACTIVACION
DEL HONGO

Para la reactivacion del

hongo sobre adultos de la
broca del café se procede ‘
como sigue: ‘

a. Se seleccionan brocas
activas de una colonia,
especialmente aquellas
que se observan volando.

b. Las brocas se desinfestan
con hipoclorito de sodio
al 0,5 %, el cual se
prepara tomando 9,52
ml de cualquier producto

I comercial (5,25%),

llevandolo a 100 ml con

i

agua destilada estéril
(ADE). Las brocas se
sumergen durante 10
minutos en esta
solucion, luego se lavan
tres veces con ADE
sobre mallas de tul
esterilizadas, que sirven
de colador (Figura 2).
Luego con la ayuda de
un pincel se colocan
sobre una toalla de papel
esterilizada (Figura 3).

Posteriormente se realiza
la infeccion de las brocas
por inmersion durante
dos minutos en 10 ml de
la suspension madre del
hongo (Figura 4) y se
colocan en una caja
galletera o en un frasco
de boca ancha que
contenga una toalla de
papel esterilizada, la cual
debe permanecer

|

Figura 2. Proceso de desinfestacién de brocas en la solucién de hipoclorito de sodio al 0.5% (a) y lavado

de las brocas en ADE (b).

4
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hameda (Figura 5). El
recipiente se debe
mantener tapado.

d. Después de 10 dias, es
decir, cuando el hongo
se ha desarrollado
completamente sobre el
cuerpo de las brocas
(Figura 6), se toman
individualmente éstas
con un pincel
desinfestado, se someten

a una nueva
desinfestacion con
hipoclorito de sodio
comercial al 5,25% por
un minuto y sin lavar, se
pasan inmediatamente
sobre la toalla de papel
esterilizada para retirar

el exceso de hipoclorito.

e. Finalmente las brocas

infectadas con el hongo
se colocan individual-

mente en tubos de
ensayo con 8 ml de
medio de cultivo inclina-
do, Sabouraud Dextrosa
Agar (SDA) (Figura 7) o
tres brocas en una
botella con arroz;
cuando el hongo obten-
ga su maximo crecimien-
to y esporulacion en el
medio (Figura 8) se inicia
la produccion masiva a
partir de éste.

Figura 3. Secado de las brocas en toallas de papel

esterilizadas.

Figura 4. Inmersién de las brocas en la suspensién madre del

hongo B. bassiana (infeccién).

Técnicas para el control de calidad de
formulaciones de hongos entomopatégenos
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Figura 5. Brocas
infectadas con el
hongo
entomopatégeno
colocadas en
céimara himeda.




Figura 6. Esporulacion de los hongos entomopat6genos B. bassiana (a) y M. anisopliae (b) sobre brocas del café, al cabo
de 10 dias de inoculacién.

Figura 7. Siembra
del hongo en medio
SDA a partir de
adultos de broca
infectados con

B. bassiana

Figura 8.
Crecimiento y
esporulacién
del hongo

B. bassiana-
Bb9205 en
SDA.

Técnicas para el control de calidad de

formulaciones de hongos entomopatogenos
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PRUEBAS

MICROBIOLOGICAS

Concentracion de
esporas

La cuantificacién de la
concentracion de esporas
permite determinar el
nimero de unidades
infectivas por unidad de
peso o volumen existentes
en una formulacion y sirve
de base para establecer la
dosificacion de un producto.
El siguiente es el procedi-
miento:

Para los patrones

B. bassiana (Bb9205) y

M. anisopliae (Ma 9236) se
toma una botella al azar, de
un cultivo de 25 dias de
desarrollo y se remueven
las esporas con laayuda de
una espatula de madera,
adicionando agua con
Tween 80 al 0,1% hasta un
volumen conocido (500 6
1000 ml) (Figura 9). De esta
forma queda preparada la
suspension madre de la cual
se toman 4 submuestras de
1 ml y se depositan en
tubos con 9 ml de ADE,
guedando de esta manera
preparada la dilucion 10 *';
se repite el procedimiento
llevando 1 ml de esta
dilucién (10 ') a tubos con
9 ml de ADE, es decir, 10
y asi sucesivamente hasta

Figura 9. Obtenci6n de esporas del hongo B. bassiana cultivado en arroz (a) para la preparacién de la suspension

madre (b).

Técnicas para el control de calidad de

formulaciones de hongos entomopatogenos
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obtener una dilucion 10 * o
la dilucion apropiada que
permite el conteo para
estimar el nimero de
esporas por mililitro de la
suspension (Figura 10).

Para el recuento de esporas
se utiliza la camara de
Neubauer o hemocito-
metro (Figura 11). La
camara esta dividida en 2
reticulos y cada uno se
subdivide en 9 cuadrados
(Figura 11a) de 1 mm? cada
uno, o sea que cada
reticulo tiene una superfi-

cie total de 9 mm?. El cuadra-
do central (Figura 11 b)
aparece de nuevo subdividi-
do en 25 cuadrantes y éstos
en 16 cuadrantes mas
pequenos.

El volumen (V) en mm* de
cada uno de los cuadrantes
es el siguiente:

Volumen = ancho x largo x profundidad.
V=1Tmmx ITmmx 0,Tmm =

0,Tmm? (Volumen del

LL

cuadrante en el cual se realiza el conteo de esporas).

El nimero de esporas se obtiene en ml, por tanto, se
debe realizar la conversién de mm?® a ml, entonces:

1ml—10*mm? Tmlx0,1mm?* 0,1 ml
X = =(0,1x10°
X -01 mm? 10 * mm *? 10°
Bguck 18, “Tsial do Gulnioites & X=10"x10" =10+ ml (Factor de la camara)

partir de la suspensién madre del hongo
B. bassiana.

L

i
it

HHHHRE =

f

i
i
it

LT

e -

.5

i

L
i

Técnicas para el control de calidad de

Figura 11. Reticulado
de la cdmara de
Neubauer o
hemocitémetro
observado al
microscopio (10X).
Reticulo de uno de los
lados. El cuadrante |
central (resaltado), estd
destinado al recuento
de esporas de hongos.

- formulaciones de hongos entomopatogenos
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El recuento se determina
sumando el total de esporas
presente en los 25 cuadran-
tes centrales de la camara. A
cada submuestra se le
realiza tres veces este
procedimiento para un total
de seis lecturas. La concen-
tracion de esporas se calcula
multiplicando el promedio
del nimero de esporas
obtenido por el inverso de
la dilucién empleada para el
conteo (Si la dilucién
empleada fue 107 el inverso
es 10°) y por el inverso del
factor de la camara (10%).

Si N es el nimero promedio
de esporas por cuadrante,
entonces la concentracion
que. se desea conocer,
denominada C, se estima
de la siguiente manera:

C = N x Diluciéon empleada
x Factor de camara.

Antes de proceder al
recuento de esporas el
hemocitometro debe ser

lavado y secado. El tubo de
la dilucion de la muestra de
la cual se va a hacer el
conteo de esporas se agila
en un vortex durante 30
segundos e inmediatamente
se toma la muestra de 10 pl
(0,01 ml) con una
micropipeta y se deposita
con cuidado, de manera que
el liquido entre por capilari-
dad sin que se formen
burbujas en la camara
(Figura 12). Si esto ocurre,
se retira el cubreobjetos, se
lava, se seca la camara y se
repite el proceso.

En cada compartimiento de
la camara se depositan 10 pl
de la dilucion 104 6 de
aquella que facilite un
conteo de 10 a 50 esporas
por cuadrante. Se deja
reposar medio minuto antes
de proceder al conteo.
Luego se lleva la camara al
microscopio y con el
objetivo 10X se localiza en
el campo visual el cuadrante
central, se enfoca en tal

forma que se observen

nitidamente los cuadrantes y
luego se pasa al objetivo
40X (Figura 13).

Figura 13.
Aspecto
microscopico
(40X) de las
conidias de los
hongos B.
bassiana (a) y
M. anisopliae
(b) en uno de
los 25
cuadrantes de la
parte central de
la cdmara de
Neubauer.

Técnicas para el control de calidad de
formulaciones de hongos entomopatégenos
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Para el calculo del nimero
de esporas por gramo se
debe determinar previamen-
te el peso del sustrato arroz-
agua utilizado para el cultivo
del hongo.

Para obtener el namero de
esporas por gramo del
producto, se multiplica el
promedio del nimero de
esporas por mililitro
obtenido en el recuento, por
el volumen empleado en la
preparacion de la suspension
madre y se divide por el
peso de la muestra utilizada
(Formato 1).

Con relacion a las muestras
producidas en sustrato arroz
por los Comités Departa-
mentales de Cafeteros y
entidades particulares, las
cuatro submuestras se
obtienen a partir de cuatro
botellas seleccionadas por
fecha o lote de produccion y
se prepara la suspension
madre segln la metodologia
citada para el patron de
comparacion.

Cuando se trata de una
formulacién en polvo se
toma una muestra represen-
tativa del lote que se va a
examinar, se procede de la
siguiente manera:

1) Se toman 10 gramos de
cada recipiente (lote) y se
prepara una mezcla de la
cual se extraen cuatro
submuestras de 1 gramo.

2) Cada submuestra es
depositada en tubos de
ensayo calibrados que
contienen 10 ml de
tween 80 al 0,1% en
ADE ("suspension madre"
=10°), se agita en un
vortex o manualmente
durante un minuto.

3) Se mezclan, un mililitro de
la suspension madre con
9ml de ADE (dilucion 10")
y un mililitro de la dilucion
10" con 9 ml de ADE
hasta obtener la dilucion
107 Se contintia de igual
forma hasta obtener una
dilucion apropiada que
permita facilmente el
recuento de esporas
(Figura 14).

4) El nimero de esporas
por gramo del producto,
se obtiene multiplicando
el promedio del nimero
de esporas por mililitro,
obtenido en el recuento,
por el volumen emplea-

do en la preparacion de
la suspension madre

(10 ml) y se divide por el
peso de la muestra
utilizada (1g).

Normalmente las formula-
ciones en materiales inertes
contienen muchos artefac-
tos que impiden hacer los
recuentos en diluciones muy
bajas. Por tanto, es necesa-
rio hacer los estimativos en
diluciones mayores que
permitan observar bien las
esporas.

Cuando se evaltan formula-
ciones liquidas, se toman 10
ml de cada recipiente y se
realiza una mezcla (suspen-
sion madre, 10°%), de la que
se toman cuatro
submuestras de 1 ml. Con
estas submuestras se
preparan las diluciones de
la forma antes descrita para
estimar el nimero de
esporas por mililitro de
formulacion.

FORMULACION
POLVO (19) & LIQUIDA (1mi)

V=

Tmi

LLEVAR A
10 mi CON 9 mi ADE
ADE*
SUSPENSION 110 (107)
MADRE (10) 1x10*
* AGUA DESTILADA ESTERIL

imi imi

|

3 mi ADE 9 mi ADE 9 mi ADE
1:100 (109 11006 (10 1:10000 (10%
1x10¢ 1x10? 1x104

| Figura 14. Diagrama del procedimiento para preparar diluciones a partir de la

suspension madre.

Técnicas para el control de calidad de

formulaciones de hongos entomopatégenos
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FORMATO 1. Registro y determinacién de la concentracién de esporas de hongos entomopatégenos

usando la camara de Neubauer.

Cenicafe

Fecha /5-03-95 Objetivo: _@Q@&Ml@ﬂ[ Evaluador: @Zﬁq / 272@214:

MUESTRA Submuestra Lectura en la camara
Lote -2
b3 X D.E.
1 2 3 4 5 6
cedigo: /43 17 |23 |y | B |33 |23 |3 |13 | 2| Qe
oucen: /03 A |20 |8 |28 |28 |28 |27 | 15| 259 | 35
Volumen de agua: /._;Z;O.MZ 3//56 25 | 23 | 24 33 | 29 ZX w | 719 34
P=Peso muestra:
romacon: Gt Ganezg’ | HZ | 16| 40 | 15 |2/ | 10 | 23| e | 440 | 30
Hongo-cepa: R4 4205 g(].g‘_t}'\l- 757 ;(W!x 104 =752 x 401*4@)(/0"?61[ 767 Ao
ek ki mi 25,2 x 107 %500 mt/ 1004 4,6 X107 * S500m{} 100 -
£ * =252« * e ¥ =
Hel 4 1,26 ¥ %g: 0,23 X lafgy?wn;(/?rgmo /1005
Cadigo: 1
Dilucién: 2
Volumen de agua: I 2
Peso muestra:
Formulacién: &
Hongo-cepa: []e/mi=
X*D*fc
Fecha:
[]e/g =e/mi*V/P=
Cédigo: 1
Dilucién: 2
Volumen de agua: 3
Peso muestra: P
Formulacién:
[]e/mi=
Hongo-cepa: X'D*tc
Fecha:
[]e/g =/mi*V/P=

*X=promedio del nimero de esporas

OBSERVACIONES:

fc=Factor para la camara de Neubauer = 10

Técnicas para el control de calidad de
formulaciones de hongos entomopatogenos
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Germinacion de que contienen las 3) Transcurrido el tiempo

esporas (Figura 15). de incubacion se agrega

esporas | una gota de azul de

| 2) De la dilucion 107 de lactofenol a cada
Esta prueba establece la cada submuestra } alicuota con el proposito
viabilidad del hongo y en 1 preparada en la prueba de detener la germina-
combinacion con el estima- | anterior y previamente cion y a la vez teir las
tivo del nimero de esporas agitada, se toman 5 pl esporas del hongo;
se puede calcular la cantidad para depositar en las luego se cortan las
de esporas viables de una cajas de petri, a razén | alicuotas depositandolas
formulacién por unidad de de 5 alicuotas por caja sobre una lamina
peso o volumen. Este estima- por submuestra. Las ‘ portaobjetos (Figura 16),
tivo se hace con cada una de cajas de petri inoculadas y se cubren con una
las cuatro submuestras se incuban a 25 + 2 °C ‘ laminilla.
preparadas para determinar la durante 24 horas.

concentracion de esporas. Se |
procede entonces asi:

1) Se preparan de 10a 15
ml de Agar-agua al 1,5 %
sin acidificar en cajas de
petri'. Se marcan 5 ‘
puntos en la superficie |
externa inferior de la caja, .

Figura 15.
Depésito de
alicuotas de
la
suspension
de esporas
en la

correspondientes a los superficie
puntos en los cuales se :;eri‘:‘l:
depositaran las alicuotas | al 1.5%.

Figura 16. Tincién de las
alicuotas. Adicién del
azul de lactofenol a las 24
horas de incubacién (a),
remocién de la alicuota
(b) y depésito en ldminas
de vidrio para
observacion al
microscopio (c).

'/ MARIN P. Evaluacién de diferentes medios de cultivo para determinar la germinacién del hongo B. bassiana producido en
formulaciones comerciales. Informe Anual de Labores. Entomologia. CENICAFE. 1994 26p.

Técnicas para el control de calidad de

formulaciones de hangos entomopatogenos
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4) La observacion se hace
con el objetivo 40X
contando un minimo de
100 esporas (se registran
germinadas y no germi-
nadas) por alicuota (Fi-
guras 17 y 18). Con los
datos obtenidos en las
cuatro submuestras se
calcula el porcentaje de

germinacion (Formato 2).

Una formulacion comercial
debe tener una germinacion
superior al 85% en un
tiempo de incubacion de 24
horas. Lo anterior, debido a
que al asperjar el hongo en
el campo debe tener un
rapido efecto sobre la
poblacion del insecto que
esta atacando y un corto
periodo de exposicion a
condiciones ambientales

adversas.

Prueba de pureza

La prueba de pureza tiene
como finalidad establecer la
proporcion del agente
biologico en la formulacion
e identificar los microorga-
nismos contaminadores,
contribuyendo a mejorar el
proceso de produccion y
formulacion de los entomo-
patogenos. Para realizar
esta prueba se realiza el |
siguiente procedimiento:

1) Se prepara SDA mas
cloranfenicol (0,016%)
de la siguiente manera:
0,25 gramos de
cloranfenicol en 100 ml
de agua destilada estéril,
de esta solucion se toma
1 ml que se agrega a
150 ml de SDA previo al
vaciado en las cajas de

Figura 17. Aspecto
microscopico (63X) ‘
de la germinaci6n del
hongo B. bassiana a
las 24 horas de
incubacién en agar-
aguaal 1,5%

.| Figura 18. Aspecto
microscépico (40X)
de la germinacién del
hongo M. anisopliae
a las 24 horas de
incubacién en agar-
agua al 1,5%.

Técnicas para el control de calidad de
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petri esterilizadas, es
decir, cuando alcance
una temperatura de

40 °C. El medio se vierte
en cantidades de 10 a 15
ml por caja.

Luego se toman los
tubos de la dilucion 10#
de cada una de las
submuestras del patron y
se agitan en un vortex
durante un minuto; se
inocula 0,1 ml en la
superficie de dos cajas
por submuestra (Figura
19), dispersando el
inoculo con la ayuda de
un rastrillo o pipeta
estérilizada (Figura 20).
En el caso de los
productos comerciales
se toma de la dilucion
107, 6 10*, dependiendo
de la concentracion del
producto.

Las cajas inoculadas se
someten a incubacion a
una temperatura de 25 +
2 °C con el fin de
promover el desarrollo
de unidades formadoras
de colonia (UFC).

Diariamente y durante 7
dias se contabiliza el
nimero de UFC de cada
microorganismo en cada
una de las submuestras.
Al final de las lecturas, se
identifican los microorga-
nismos presentes
(Figuras 21) Se anota el
nimero de UFC
estimado, el porcentaje




del entomopatogeno en
estudio, otros hongos,
bacterias y levaduras
encontrados

(Formato 3).

El porcentaje de pureza (P)
se calcula de la siguiente
manera:

UFC del hongo
evaluado
% P = — x 100
UFC totales

Se considera que las formu-
laciones comerciales deben

e taie d Figura 19. Adicién de lasuspensionde  Figura 20. Dispersion del inéculo
ner ce o . i
ENET Ui porcentiie de esporas del hongo sobre la superficiedel  depositado en el medio con una pipeta

pureza superior al 90%". medio SDA+cloranfenicol al 0.016%.  estéril.

Figura 21. Hongos B. bassiana (a); y M. anisopliae (b), producidos en arroz, libres de contaminantes. B. bassiana en el cual
se observa crecimiento del hongo contaminante Penicillium sp. (c)

Los microorganismos ¢ ontaminantes permisibles, no deben causar dafo a la salud humana,
animal, vegetal ni al medio ambiente.

Técnicas para el control de calidad de
formulaciones de hongos entoropatégenos
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PRUEBA DE
PATOGENICIDAD

Esta es la prueba mas
importante en el andlisis de
calidad de una formulacion,
ya que determina si el
patogeno realmente ataca la
plaga para la cual esta
recomendado. Sin embargo,
no asegura que bajo condi-
ciones de campo su eficacia
va a ser igual a la registrada
en laboratorio. Requiere el

desarrollo de una metodolo-
gia para criar y manipular los
insectos en el laboratorio v
asegurar que permanezcan
vivos en el tratamiento
testigo durante la prueba. Las
pruebas se disefan para
proporcionar condiciones
ideales en el momento de la
exposicion al patogeno, para
que ocurra la germinacion e
invasion del hospedante, y en
la conidiogénesis, para
favorecer la esporulacion del
hongo sobre el insecto
muerto y poder confirmar
que la mortalidad se debio al
tratamiento con el hongo
(Figura 22).

Figura 22. Etapas
del proceso infectivo
(inicio, cubrimiento y
esporulacién) de los
hongos

B. bassiana (a) y

M. anisopliae (b)
sobre la broca del
café H. hampei

Técnicas para el control de calidad de

formulaciones de hongos entomopatogenos
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Procedimiento

Se seleccionan adultos de
broca del café de menos de
8 dias de edad, provenientes
de una cria libre de
patogenos. Se desinfestan
previamente con una
solucion de hipoclorito de
sodio al 0,5% durante 10
minutos y se lavan en ADE
usando mallas de tul esterili-
zadas que sirven de colador
(Figura 2). De estas brocas
se seleccionan las que
presentan mayor actividad.

Las formulaciones que se
deben evaluar se comparan
con el patron (Bb 9205). La
concentracion de inoculo
empleado debe ser de 1x107
e/ml suspendidas en ADE,
tanto para el patron como
para cada uno de los
productos comerciales

formulados y no formula-
dos. Para la evaluacion de
cada producto se toman 40
brocas al azar, distribuidas
en 4 repeticiones, cada una
con 10 individuos. Para
cada evaluacion se utiliza
un testigo compuesto de
adultos de broca que no
entran en contacto con el
hongo.

Las brocas se sumergen en
una suspension de esporas
del hongo (1 x 107 e/ml),
durante 2 minutos (Figura
23), la cual se mantiene en
agitacion manual. Luego, se
coloca una broca por vial
de vidrio (frasco de antibio-
tico), con un disco de toalla
de papel previamente
humedecido con ADE y se
tapa con una mota de
algodon esterilizada bien
ajustada a la boca del vial.

|

Al cabo de 24 horas se
adiciona, como sustrato a
cada vial, un grano de café
pergamino seco de agua
(45% de humedad), es decir,
sin ninglin proceso de seca-
do mecanico (Figura 24a).

Diariamente y durante 10
dias se evalta la mortalidad
causada por el hongo en
estudio, observando al
estereoscopio los sintomas y
signos de enfermedad en las
brocas. Las brocas vivas o
muertas deben permanecer
en los viales para que no se
interrumpa el desarrollo
normal del hongo en el
insecto (5). Con una jeringa
desechable diariamente se
adiciona ADE (Figura 24b),
hasta humedecer el disco de
papel evitando la presencia
de agua libre. La humedad
puede ser considerada

Figura 24. Procedimiento del bioensayo de patogenicidad. Adicion
del sustrato (a) y adicién de ADE (b).

Figura 23. Inmersién de las brocas en una
suspension de esporas de concentracién conocida
del hongo B. bassiana.

Técnicas para el control de calidad de
formulaciones de hongos entomopatégenos
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como el factor mas
importante en el desarrollo
de una micosis en las
etapas de germinacion

de las esporas y
conidiogénesis.

Con el registro diario de
patogenicidad (Formato 4)
se establece el ciclo de
desarrollo del hongo sobre

la broca (Figura 25), el

porcentaje de mortalidad
(Formato 5)y el promedio
del tiempo de mortalidad
(Formato 6), que constitu-

Figura 25.
Imagen al
estereoscopio de
las etapas de la
enfermedad
causada por los
hongos B.
bassiana (a) y M.
anisopliae (b) en
la broca del café.
Muerte del
insecto, inicio del
micelio,
cubrimiento de
micelio,
formacion de
e€sporas y
esporulacion.

tes en la calidad biologica
| del hongo en estudio

|
El tiempo de evaluacion
varia para cada hongo

entomopatoégeno estudiado,

dependiendo del ciclo
biologico del hongo en el
insecto y de la superviven-
cia del insecto no tratado
bajo las condiciones del
ensayo. Los productos
comerciales deben causar
mortalidades superiores al
80% en esta prueba.

Técnicas para el control de calidad de
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PRUEBAS

FISICOQUIMICAS

Figura 26.
Medida del
pH de la
formulacién.

Mediante éste, se determina
la acidez o la alcalinidad de
una formulacion. Se prepara
una mezcla en proporcion
1:10 (muestra: agua
destilada), se homogeneiza
y se deja reposar durante
una hora. Con un
potenciometro (Figura 26),
previamente calibrado con
soluciones Buffer, se
determina el pH (Formato
7). El valor del pH influye en
la germinacion del hongo,
retardandola en valores
extremos. Se consideran
intervalos 6ptimos de pH los
valores entre 5,5y 7,0.

Técnicas para el control de calidad de

Porcentaje de
humedad

Los valores de humedad
encontrados en las produc-
ciones artesanales que
utilizan como sustrato arroz,
tanto del hongo B. bassiana
como M. anisopliae son
muy variables y oscilan
entre el 30 y el 80%, y en
general no afectan la
germinacion y patogenici-
dad de los hongos.
Humedades mayores del
80% proporcionan condicio-
nes favorables para el
desarrollo de microorganis-
mos tales como bacterias y
levaduras que entran a com-
petir con el agente biolégico
y reducen su viabilidad.

En el caso de productos
liofilizados o formulados en
inertes como talco,
bentonita, leche y tierra de
diatbmaceas, se presentan
porcentajes de humedad
entre 3,0 y 15%, que
retardan ligeramente el
proceso de germinacion.

La determinacién de
humedad se puede realizar
mediante la utilizacion de
un desecador infrarrojo
LJ-16, al cual se le adapta un
sensor que registra la
pérdida de humedad del
producto cada 5 minutos y
compara la lectura actual
con la anterior hasta el
momento en que se
estabiliza la humedad,

formulaciones de hongos entomopatégenos
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registrando el porcentaje de
pérdida o estableciendo
previamente los tiempos de
secado de acuerdo al
producto inerte, ej: sustrato
arroz 70 minutos, y talcos o
bentonitas 40 minutos
(Formato 7).

Otra forma de determinar la
humedad se consigue
secando una capsula de
porcelana a 150 °C durante
dos horas. Se toma luego
con una pinza metélica y se
coloca a enfriar durante 30
minutos en un desecador de
vidrio con cloruro de calcio,
el cual favorece la presencia
de humedad constante.
Transcurrido este tiempo, se
pesa la capsula vacia (PC) en
una balanza analitica y se
toma una muestra de 1g de
formulacion que se deposita
en la capsula. Luego se
registra su peso (Peso
Capsula + Muestra Hime-
da= PCMH). Posteriormente,
la capsula mas la muestra
himeda se lleva a la estufa a
105 °C, durante 24 horas. Al
finalizar el secado, se saca
de la estufa y se traslada a
un desecador durante 30
minutos. Por Gltimo, se pesa
la capsula méas la muestra
seca (Peso Capsula +
Muestra Seca, PCMS)
(Formato 8).

Figura 27. Adicidn de la
formulacién del hongo
entomopatégeno a un volumen
determinado de agua destilada
para la prueba de
humectabilidad.

El porcentaje de humedad se determina como en el
siguiente ejemplo:

PC=10,8919 g

PCMH = 20,7688 g

PCMS = 20,7220 g

Peso hiumedo (PH) = (PCMH}-PCMS) = 0,0468 g
Peso muestra (PM)= (PCMH)-<(PC) = 9,8769

Porcentaje de humedad = % H = PH x 100/PM

% H=0,0468 x 100 / 9,8769 = 0,47%

g ‘
Humectabilidad ‘ destilada (Figura 27). Con

| un cronémetro se mide el
Determina el tiempo que ‘ tiempo transcurrido entre el
tarda un polvo mojable en | momento de agregar la
humedecerse completamen- ' muestra y el instante en que
te. Para esto, se pesan 5 g | ésta desaparece de la
de la formulacién que se va | superficie (Formato 7). Esta
a evaluar y se depositan en | prueba se realiza solo a
un punto fijo en la superfi- productos industriales
cie de un vaso de precipita- | formulados en polvos
do de 250 mly 7 cm de (Figura 28), talcos, bento-
diametro interno, que nitas, tierra de diatomaceas y
contiene 200 ml de agua ' leche, entre otros.

Figura 28. Muestrade un bioinsecticida
en polvo sometida a determinaci6n de
humectabilidad en el laboratorio.
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Suspensibilidad

Determina la concentracion
de esporas del producto en
suspension después de un
tiempo de preparada la
mezcla, con el fin de
asegurar la homogeneidad
de la concentracion del
producto durante la asper-
sion. Se procede como
sigue:

1) Para el patrén de
referencia (Bb 9205) se i
utiliza el hongo produci-
do en arroz con 25 dias
de desarrollo (aislamien-
to reactivado en broca e
incubado a 25 + 2 °C).
Con este hongo se
prepara una suspension
adicionando a una

botella (100 g de arroz ‘
con hongo) 10 ml de \
aceite de uso agricola y
un poco de agua
destilada estéril, remo-
viendo las esporas con

la ayuda de una espatula.

2) Se vierte la suspension
en un erlenmeyer y se
completa hasta un litro,
adicionado agua destila-
da. Asi se obtiene la
suspension madre (SM).
3) De la suspension madre
se toman 50 ml y se
llevan a un volumen
total de un litro (suspen-
sion de esporas (SE)),
conservando la relacion
gramo de producto

formulado por volumen
de agua recomendado
(100 g de arroz con
hongo/20 L de agua),
en aspersiones en el
campo (Figura 29).
4) Se agita el volumen
total de la suspension
de esporas, se filtra a
través de una malla 60
mesh o colador de red
pequena que permita
solamente el paso de
las esporas del hongo y
elimine los residuos de
arroz. Se agita la
muestra, se toma 1 ml y
se lleva a un tubo con 9
ml de ADE (10 ),
realizando las diluciones
respectivas. Se cuentan
las esporas en el
hemocitometro y se
calcula la concentracion
inicial (Cl) de esporas
por mililitro en el
volumen total de la
suspension.

El volumen restante de
la suspension se
distribuye en cuatro
probetas de 250 ml,
agitando previamente.
Se dejan en reposo en
un sitio que no esté
sometido a vibraciones
o0 movimientos que
alteren el proceso de
sedimentacion normal
de las esporas.

5)

6) Al cabo de 50 minutos

a cada una de las
probetas, una pipeta de
10 ml, cuya punta
penetre 15 cm desde la
graduacion superior de
la probeta. De este sitio
se toman 10 ml de la
suspension de esporas y
se depositan en tubos
de vidrio (Figura 30).

A partir de estas suspen-
siones, se preparan
diluciones (107,10% 6 la
dilucion que permita el
conteo de esporas),
preferiblemente la
dilucion en la cual se
efectud el conteo para
determinar la concentra-
cion inicial. Se hace el
recuento de esporas en
el hemocitometro tres
veces consecutivas, para
un total de seis lecturas,
estableciendo la concen-
tracion final (CF). Con
esta informacion
proveniente de las
cuatro probetas, se
calcula el promedio de
esporas presentes en
cada una de las suspen-
siones del patrén
(Formato 9).

La suspensibilidad de
formulaciones en otros
portadores se determina en
forma similar, teniendo en
cuenta la dosis y el volumen
por area, recomendado por
el fabricante, para estable-

| cer la concentracion del

se introduce lentamente | producto.
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El volumen final de la
suspension que se va a
evaluar debe mantener la
misma relacion gramo de
producto formulado por vo-
lumen de agua recomendado.

La suspensibilidad de las
preparaciones y formulacio-
nes de B. bassiana y

M. anisopliae se calcula
considerando el nimero de

esporas por mililitro presen- i
tes al cabo de 50 minutos, Figura 29. Suspension de esporas (SE) a partir de la cual se establece la relacion
de esporas al tiempo cero (concentracion inicial (CI)) y a los 50 minutos
(concentracion final (CF)) en la prueba de suspensibilidad

teniendo como base la
concentracion de esporas de
la suspension inicial. De esta
forma, se obtiene el porcen-
taje de esporas suspendidas
en cada una de las prepara-
ciones y formulaciones del
hongo.

Figura 30. Tomade 10
ml de la suspensién de
esporas de cada
submuestra para la
determinacién de la
concentracién final en la
prueba de
suspensibilidad.

La formula que se debe aplicar para el % de suspensibilidad es:

% Suspensibilidad (% S) = CF x 100/Cl
Ejemplo:
6,5x107 e/ml (concentracion inicial (C1)) - 100%
4,4x107 e/ml (concentracion final (CF)) - X
X=677

En donde: X= 67,7%, es el porcentaje de esporas suspendidas al cabo

de 50 min, lo que corresponde al tiempo que se demora una aspersora
de 10 litros de presién previa retenida, para evacuar su contenido con

una boquilla de 190 cc/min de descarga.
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Taponamiento de
boquillas

El objetivo de esta prueba es
evaluar si las formulaciones
comerciales originan
taponamiento de las boqui-
llas en los equipos de
aspersion. Los equipos de
aspersion mas utilizados en
la zona cafetera son los de
presion previa retenida y de
palanca, utilizados con
boquillas de baja descarga
(TX-3, HC-3), con un flujo de
190 cc/minuto y a

40 Ib/pulg? de presion. Las
formulaciones utilizadas no
deben causar taponamiento
de estas boquillas (Figuras
31y 32), por tanto, debe
realizarse la siguiente
prueba:

1) Suspender la muestra en
agua de acuerdo con las
recomendaciones de la

3) Asperjar la mezcla,
llevando un registro
acerca de la cantidad de
producto descargado
por minuto,
inmediatamente
después de cargada la
aspersora (tiempo 0), a
los 25 y 50 minutos de
operacion del equipo
(Figura 34).

4) Una vez finalizado el
proceso se observa si

ocurre taponamiento de
la boquilla vy si se
encuentran restos de la
mezcla en los filtros de
la bomba (Formato 10).

Las variaciones en la
descarga (cantidad/minuto),
en los diferentes tiempos de
evaluacion, son consecuen-
cia del taponamiento
originado por la mezcla
cuando obstruye la boquilla
y los filtros del equipo.

etiqueta del producto.

2) Homogeneizar la mezcla
y verter a la aspersora
completando el volumen |
con agua (Figura 33).

Técnicas para el control de calidad de

Figura 31. Aspersi6n de un bioinsecticida con un
equipo de aspersion de presion previa retenida (40-
100-10) muy utilizado en la zona cafetera. El
producto es dirigido a las ramas productivas del
drbol de café.

Figura 32. Flujo normal de un producto
bioinsecticida a través de una boquilla.

formulaciones de hongos entomopatogenos
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de boquillas.

Figura 34. Volumen recuperado
en los tiempos de descarga 0, 25 y
50 minutos de operacién del
equipo (Prueba taponamiento de
boquilla).
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PRESENTACION
DE RESULTADOS

‘ Los datos de cada prueba se

' consolidan en el Formato 11,

para presentar la informa-
cion al usuario y mantener
un archivo de las evaluacio-

| nes realizadas en el labora-

torio. En este registro se
debe anotar, en la seccion

' de observaciones, informa-

Técnicas para el control de calidad de

| cibn pertinente que contri-
| buya a tener un mejor
conocimiento del
entomopatogeno objeto de
la investigacion y produc-
cion.

Las pruebas de calidad se
deben realizar en todas las
etapas, tanto de produccion
como de distribucion y
almacenamiento de las
formulaciones de los
hongos, para contar con
informacién que permita
corregir los factores que
deterioran la calidad. De
esta forma, las pruebas
ayudan a mantener los
estandares de calidad de los
productos.
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FORMATO 11. Control de calidad para formulaciones de bioinsecticidas Cenicafe

Muestra cédigo: 123 Emomopatégeno:m Cepa CENICAFE: ﬁb_g_ﬂlf

Nombre formulacién: % Cantidad recibida: Mﬂf
Procedencia: ([/rthe Y rodvesiin de @”’?‘r}‘?

Fecha recibo: 72-03:95  Fecha inoculacién: /£ -02-95  Fecha anélisis: 5 -03-95

1. PRUEBAS MICROBIOLOGICAS.
1.1 Concentracién(X): 126x 094023 x 0% _ esporasigramo
1.2 Germinacién (X): 94,2323 6]% a \as_2_ noras. Esporas contadas : £-000 _

1.3 Pureza Dilucién UFC %
Entomopatégeno | <>eavena basstma w0 1175 99,82

Fowerllins Sp. 2 o7
Contaminantes

2. PATOGENICIDAD.
Especie:f{/%ﬂaﬁﬂmw b{rpu' Estado ; Qlfv//i’ Concentracién : / g/ﬂ" esporas/ml
Mortalidad (X) : 25257 % Tiempo promedio de mortalidad: _3.£248 dias

3. PRUEBAS FISICOQUIMICAS.

pH:f,Z Humectabilidad minutos  Suspensibilidad: ﬁ"e alos 50 minutos.
Humedad 52,65 % Taponamiento de boquilla: Si___ No___ minutos

Equipo Boquilla

OBSERVACIONES :

FECHA _Z5-03-95 FIRMA

Técnicas para el control de calidad de
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