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RESUMEN

Este trabajo tiene como objetivo evaluar técnicas de preservacion de patogenicidad en el laboratorio,
que permitan almacenar por tiempos prolongados cultivos de B. bassiana de manera que se puedan
utilizar en la preparacién de un producto industrial sin tener que recurrir tan frecuentemente a pases
sobre poblaciones de Hypothenemus hampei (Ferrari) (Coledptera: Scolytidae) para mantener su efecti-
vidad en el control de esta plaga. Existen numerosos trabajos sobre la preservacién de la viabilidad,
pero practicamente son inexistentes los trabajos sobre la preservacién de la patogenicidad de B. bassia-
na. Se evalu la viabilidad de B. Bassiana, en comparacion con su patogenicidad, en cultivos madres so-
metidos a diferentes temperaturas de preservacién con silica gel anhidra y aceite mineral para
refrigeracion, glicerol y dimetilsulféxido para preservacién en nitrégeno liquido y leche descremada
al 10% y 20%, leche descremada con inositol al 5%, y dos medios de cultivo de un centro de referencia
internacional como protectores para la preservacion por liofilizacién. Durante 24 semanas, cada 6 se-
manas se realizaron las evaluaciones. En el andlisis inferencial, donde se compararon los protectores
de conservacion y sistemas de conservacion versus patogenicidad y viabilidad, se encontré que si exis-
ten diferencias significativas y que los protectores influyen en la preservacién de la patogenicidad,
principalmente.
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ABSTRACT

The objective of this study is to find preservation techniques of Beauveria bassiana pathogenicity in the
laboratory. Long term storage of B. bassiana cultures is very important to prepare industrial products.
Preservation techniques for pathogenicity would replace the need to pass B. bassiana spores frequently
in the target insect. Studies on B. bassiana pathogenicity are almost nonexistent. Viability of B. bassiana
was evaluated in comparison with pathogenicity when subjected to different preservation tempera-
tures with various protectors. The most succesful procedures were silica gel and mineral oil in refrige-
ration; glicerol and dimethilsulfoxide in liquid nitrogen; liophilization with skim milk at 10% and 20%
and skim milk with inositol at 5%. The tests were carried our during 24 weeks at 6 weeks intervals. A
monosporic B. bassiana culture (Bb. 9620) isolated by Cenicafé research center was used for the study.
The mean value for the preservation of pathogenicity was influenced by the protectors used.

Key words: Liophilization, freezing, protectors, Hypothenemus hampei, conservation.
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PRESERVACION DE LA PATOGENICIDAD DE BEAUVERIA BASSIANA (BALSAMO) VUILLEMIN (MONILIALES: MONILIACEAE)

INTRODUCCION

El hongo Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin es
considerado apto para regular naturalmente poblaciones
de la broca del café Hypothenemus hampei, mostrando
alto poder residual en determinados rangos de humedad
y temperatura; asegurando de esta manera un control
caracteristico sobre este insecto.

Para la produccion industrial de este hongo, se ne-
cesita mantener durante el mayor tiempo posible la capa-
cidad entomopatégena del mismo, de manera que las
esporas sometidas a todo el proceso de produccion y
convertidas en un producto terminado, conserven las ca-
racteristicas vitales que lo hacen eficaz en condiciones
de campo y adecuado para el control de la broca del café.

Actualmente los centros de referencia internacionales
y bancos de cepas de hongos, como American Type Cultu-
re Collection (ATCC) e International Mycological Institute
(CAB IMI), conservan la viabilidad de los hongos utilizando
primordialmente la liofilizacion o, algunos, la conservacién
a temperatura ambiente (Smith y Onions 1994).

Ninguno de los métodos utilizados garantiza la pato-
genicidad en el huésped primario, puesto que soélo se ga-
rantiza que el hongo pueda ser aislado nuevamente de la
muestra que se sometié al sistema de conservacion deter-
minado (Dhingray Sinclair 1995; Simione y Brown 1991).

De los trabajos realizados en Cenicafé, desde
1988, afio en que entrd la broca al pais y se empezé6 a
controlar este insecto con B. bassiana, se han identifica-
do variaciones de este microorganismo en cuanto a su
viabilidad en su capacidad entomopatégena contra la
broca del café H. hampei (Gonzalez et al. 1993).

Estas variaciones hacen que las esporas utilizadas
como agrobioldgicos para controlar la broca no siempre
tengan la misma efectividad patogénica en campo; de
ahi que el control biolégico como parte del Manejo Inte-
grado de Plagas sea inconstante y poco efectivo, y arroje
como consecuencia final, perdidas para la economia ca-
fetera (Bustillo 1998).

Actualmente se deben hacer pases sobre el insecto
cada veinte dias para mantener la patogenicidad del
hongo (Gonzalez et al. 1993).

El presente trabajo tiene como objetivo determinar
el sistema de conservacién que logre preservar la pato-
genicidad del hongo B. bassiana contra H. hampei, du-
rante un tiempo mayor que el de los métodos biolégicos
tradicionales.

MATERIALES Y METODOS

Condiciones de conservacion

Intervalos de evaluacién: semana cero, seis, doce, die-
ciocho, veinticuatro o seis meses.

Diseiio experimental

Se utilizaron bloques completos aleatorios. La principal
fuente de variacién son las diferencias en el tiempo de
preparacion de las muestras ya que no se pueden mon-
tar simultaneamente por razones logisticas. Para la eva-
luacion de los datos obtenidos se analizé la varianza de
dos factores con una muestra por grupo. Se utilizé el pa-
quete estadistico SSPS/PC Version 7.0 para Windows
95. Para el analisis de los resultados de las distintas con-
diciones experimentales, se utilizaron herramientas de
estadistica inferencial factorial a una entrada (ANOVA).
El nivel de significancia establecido para las pruebas fue
p < 0.05.

Para este estudio se prepararon 15 muestras para
cada uno de los 13 tratamientos, preservativos y tempe-
raturas de conservacion (cuadro 1). De estas 15 mues-
tras se tomaron al azar 5 frascos para la evaluacion de la
viabilidad y del porcentaje de patogenicidad en cada pe-
riodo. De manera que para cada fecha de evaluacion se
examinaron 65 muestras y para el total del estudio se
evaluaron 325 muestras.

Obtencion del cultivo madre de B. bassiana
monoesporico y patogénico

Se preparo un cultivo de B. bassiana a partir de la cepa
Cenicafé Bb. 9620 monoespoérica con patogenicidad so-
bre broca del café H. hampei del 100%, luego de dos pa-
ses sobre este insecto.

Origen del hongo. El aislamiento monoesporico se
obtuvo a partir de un aislamiento multiespérico 9205 de
B. bassiana reactivado, procedente del hospedante Dia-
traea saccharalis Fabricius (Lepidoptera: Pyralidae), cul-
tivado en Agar Sabouraud Dextrosa (ASD) acidificado.
La edad del cultivo fue 30 dias.
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Cuadro 1. Determinacion de variables.

Variables independientes

Aceite mineral y silica gel a 4°C, -20°C y -70°C; glicerol al 10% y dime-
tilsulféxido al 5% a - 196°C (nitrogeno liquido); leche descremada al
10% y al 20%, leche descremada al 10% mas inositol al 5%, Medio
ATCC 20 y ATCC 18 en liofilizacién.

Variables dependientes

Viabilidad y porcentaje de patogenicidad.

Variables fijas

Propagulos en una concentracion de 1X10° propagulos / ml.

Propagacion del cultivo madre monoespoérico
de B. bassiana

A partir de las cajas de Petri donde la cepa Bb. 9205 mul-
tiesporica creci¢ y fue pasada sobre broca dos veces, y
denominada (B.b. 9620), se tomo toda la poblacion pre-
sente en las cajas y se hizo una suspension en 500 ml de
agua destilada con Tween 80 ® estéril al 0.1% hasta una
concentracion final de 1x108 propagulos/ml. Se distribu-
yeron 3 ml de la suspensién del hongo en cada uno de
los tubos de ensayo de 15 ml de capacidad, que conte-
nian 8 ml de ASD estéril e inclinado. Los tubos se lleva-
ron a incubacion por 20 dias a 27°C.

Cosecha de los cultivos madre de B. bassiana

Luego del periodo de incubacion, se encontré com-
pleta esporulacion del hongo. Se lavé el contenido de
cada tubo con la suspension de Tween 80 ® al 0,1% pre-
parado en agua destilada estéril.

La evaluacion de la viabilidad y patogenicidad de
esporas de B. bassiana se llevaron a cabo de acuerdo
con la metodologia determinada por Cenicafé (Cenicafé
1997).

Sistemas de preservacion

Conservacion en aceite mineral a 4 °C, -20 °C y —70 °C.
Se utilizé aceite mineral denominado Markol 52 ® (ESSO
Colombiana). Fue vertido el ASD esterilizado y fundido
en un volumen de 8 ml, en forma inclinada, en cada fras-
co McCartney. Después se prepard la suspension de
propagulos a partir de los cultivos de hongo esporulado y
propagados durante 20 dias. Se tomaron 3 ml de esta
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suspension que contenia 1x10° propagulos/ml y se
depositaron en cada frasco McCartney sobre el medio de
cultivo ASD. Los frascos se llevaron a incubacién duran-
te 30 dias a 27°C. Al cabo de este tiempo, se tomaron
180 frascos con hongo esporulado y bajo condiciones de
esterilidad, se agregé a cada frasco 2 ml de aceite mine-
ral Markol 52 ®.

Se llevo a preservacion a temperatura entre 4y 8 °C
en nevera y a —20 °C y —70 °C, en congelador (Smith y
Onions 1994). Los frascos McCartney que debian ser
evaluados fueron retirados de la nevera y del congelador
a—20°Cya-70°C, se dejaron descongelar y luego con
una jeringa con agua destilada estéril se lavd y se retiré el
exceso de aceite mineral del cultivo.

Posteriormente, se retiré con espatula estéril el
hongo libre de aceite y se deposité en frasco Schott tapa
rosca de 500 ml. A este frasco se le adiciond medio Goral
nutritivo (Goral 1973) en un volumen de 200 ml y se incu-
b6 durante 3 dias minimo a 27 °C en incubadora con agi-
tacion a 140 rpm. Después de que el hongo presento
crecimiento, se sembro en una bandeja de plastico trans-
parente que contenia arroz pulverizado y estéril y se llevo
a incubacion durante 12 dias a 27 °C. Después de este
tiempo de incubacion, el hongo —totalmente esporulado—
se sometio a un proceso de secado del agua condensa-
da. Luego se prosiguié a la evaluacion de cada una de
las variables de viabilidad y porcentaje de patogenicidad.

Conservacion mediante el método de silica gel a
4°C, -20°Cy-70°C

Preparacion del medio de suspension. Se preparo
una solucién de leche descremada ® (Difco No.
0032-17-3) en polvo al 5% en agua destilada y se esterili-
z6 a 121 °C por 15 minutos. La solucion de leche descre-
mada se refrigeré y almacendé a 4 °C, antes de ser
utilizada. Adicionalmente, se prepararon botellas
McCartney estériles y a cada frasco se le adicionaron 8
ml de ASD en forma inclinada (Smith y Onions 1994).
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Luego se tomo 1 gramo de silica gel ® (Merck No.
101925) y se deposité a lo largo del agar presente en
cada frasco, esparciendo el contenido con espatula esté-
ril, manteniendo el recipiente de la silica gel en un balde
con trocitos de hielo. Seguidamente se agregé a cada
frasco con silica gel, 2 ml de la suspension preparada en
leche descremada al 5% con propagulos de B. bassiana
en una concentracion de 1x10° prop/ml, proveniente de
un cultivo crecido durante 20 dias.

Cada frasco se dejé en posicion vertical durante 30
dias a 27 °C (Onions 1971; Smith 1984). Posteriormente,
luego de este periodo, se ajusté la tapa rosca de los fras-
cos con crecimiento establecido y hongo esporulado y se
colocaron a temperatura de nevera entre 4 y 8 °C y de
congelador entre -20 °C y -70 °C.

Proceso de recuperacién del hongo conservado en
silica gel anhidra. Se removieron los frascos que conte-
nian el hongo conservado en silica gel de 4 °C, -20°C y
-70 °C, se descongelaron y luego se rasp6 todo el conte-
nido de cada frasco McCartney con espatula estéril y se
deposito en un frasco Schott tapa rosca de 500 ml, que
contenia 200 ml de medio Goral nutritivo (Goral 1973).
Estos frascos se incubaron en agitacion a 140 rpm a 27
°C durante un minimo de 3 dias, tiempo en el cual se evi-
dencid el crecimiento del hongo (Simione y Brown 1991).

Después de que el hongo presenté crecimiento, se
desarrollé el mismo procedimiento descrito para el hongo
conservado en aceite mineral.

Conservacion en nitrogeno liquido a -196 °C

Se partio de un cultivo esporulado de B.b 9620 desarro-
llado durante 30 dias. A este cultivo se le hizo un preen-
friamiento entre 4 y 8 °C antes del almacenamiento en
nitrégeno liquido.

Preparacion del inéculo y del crioprotector. Los
crioprotectores utilizados fueron el glicerol al 10% v/v es-
téril ® (Merck No. 1.04094) y el dimetil sulféoxido estéril
(DMSO al 5% v/v) ® (Merck No. 1.02952). Los cultivos de
la cepa de B. bassiana desarrollados durante 30 dias
fueron lavados con 10 ml de glicerol al 10% y con 10 ml
de DMSO al 5% por separado; llevando cada suspension
con cada protector a una concentracién de 1x10° propa-
gulos / ml.

Protocolo de congelamiento. El hongo se deposito
en viales de polipropileno de 2 ml de capacidad, estéri-
les. Estos recipientes criogénicos se inocularon con 1 ml
de cada suspensiéon de DMSO vy glicerol. Luego se

congelaron a una velocidad de congelacion aproximada-
mente de 1 °C.min™", suspendiendo los crioviales en la
fase de vapor de una camara de enfriamiento ® (Union
Carbide). Después, los crioviales se llevaron hasta - 35
°C en 45 minutos.

Este proceso fue seguido por lainmersion de los re-
cipientes criogénicos dentro de un termo con nitrégeno li-
quido ® (Marca MVE, Ref. XLC. 230), en el cual las
muestra llegaron a -196°C (Simione y Brown 1991).

Proceso de recuperacion del hongo luego de su
conservacion en nitrégeno liquido. Se removieron los
criovales inmersos en nitrégeno liquido y se sumergieron
en agua destilada a 37 °C durante 10 minutos; luego se
sometieron las muestras al periodo de recuperacién en
medio Goral y se sembraron en arroz pulverizado de
acuerdo con la metodologia descrita anteriormente y se
prosiguid a evaluar la patogenicidad y viabilidad del
cultivo.

Conservacion por liofilizacion o desecacion
al vacio

Todo el proceso de liofilizacion se llevé a cabo en Liofili-
zador Stokes 48 ®.

Preparacion del inéculo fungico. Se preparé un
in6culo de B. bassiana de concentracion de 1x109 pro-
pagulos/ml a partir de un cultivo esporulado desarrollado
durante 30 dias en el medio de cultivo ASD. La poblacion
de propagulos humedecida se mezcld con el protector
correspondiente con el que se habia hecho el lavado de
los propagulos en los tubos de ensayo. Finalmente se
rasparon, con una espatula estéril, los propagulos aun
presentes en los tubos de ensayo.

Los protectores utilizados fueron leche descrema-
da al 10% y al 20% ® (Difco No. 0032-17-3); leche des-
cremada al 10% mas inositol al 5% ® (Sigma No.
11740707); Medio ATCC 18 y Medio ATCC 20. Estos
medios de suspensién fueron esterilizados y almacena-
dos a 4 °C, al igual que los viales utilizados.

Proceso de recuperaciéon del hongo luego de su
conservacion en liofilizacién. Para evaluar cada una de
las variables a los cultivos conservados mediante liofili-
zacion, se removieron los viales de 4°C (nevera). Se rehi-
drataron las muestra con medio Goral por 10 minutos y
luego se sometieron al periodo de recuperacion, se sem-
braron en arroz pulverizado de acuerdo a la metodologia
descrita anteriormente. Finalmente se prosigui6é con la
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evaluacion de las variables mencionadas anteriormente
(Cenicafé 1997).

Evaluacion de la patogenicidad

Se seleccionaron adultos de broca del café de menos de
8 dias de edad, provenientes de una cria libre de patége-
nos. Se desinfectaron previamente con una solucion de
hipoclorito de sodio al 0,5% durante 10 minutos y se lava-
ron en agua destilada estéril (ADE) usando mallas de tul
esterilizadas que sirven de colador. De estas brocas se
seleccionaron las que presentaron mayor actividad. La
concentracion del inoculo empleado fue de 1x10” propa-
gulos / ml suspendidos en ADE. Se tomaron 40 brocas al
azar, distribuidas en cuatro repeticiones, cada una con
diez individuos. Para cada evaluacion se utilizé un testi-
go compuesto de adultos de broca que no entraron en
contacto con el hongo.

Las brocas se sumergieron en una suspension de
propagulos del hongo (1x10” prop/ml) durante 10 minu-
tos, la cual se mantuvo en agitacion manual. Luego, se
coloco una broca por vial de vidrio (frasco de antibiético),
con un disco de toalla de papel previamente humedecido
con ADE y se tapd con una mota de algodon esterilizada
bien ajustada a la boca del vial. Al cabo de 24 horas se
adicion6, como sustrato a cada vial, un grano de café
pergamino seco de agua (45% de humedad), es decir,
sin ningun proceso de secado mecanico.

Diariamente durante 10 dias se evalto la mortali-
dad causada por el hongo en estudio, observando al es-
tereoscopio los sintomas y signos de enfermedad en las
brocas. Las brocas vivas o muertas permanecieron en
los viales para no interrumpir el desarrollo normal del
hongo en el insecto. Con una jeringa desechable, diaria-
mente se adiciond ADE hasta humedecer el disco de pa-
pel evitando la presencia de agua libre. Con el registro
diario de patogenicidad se establecid el porcentaje de
mortalidad (Cenicafé 1997).

Los resultados de patogenicidad se corrigieron de
acuerdo con la férmula de Abbott con base en el testigo
absoluto. En los casos en que el testigo presentd mortali-
dad debido a B. Bassiana, se hizo la correccion teniendo
en cuenta el porcentaje de mortalidad causado por este
hongo, asi:

% mortalidad — % mortalidad
observada testigo

% mortalidad =
corregido

100 - % mortalidad testigo
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Cuando el testigo presentdé mortalidad debido a
otros hongos, se hizo la correccién teniendo en cuenta la
mortalidad total (B. bassiana + testigo), asi:

% mortalidad — % mortalidad
% mortalidad total testigo
corregido =

100 - % mortalidad testigo

RESULTADOS

Efecto de los protectores utilizados sobre
la patogenicidad del hongo B. bassiana

Cuando se analizaron en promedio los resultados obteni-
dos al utilizar los diferentes protectores, se encontré que
si existieron diferencias significativas, segun la prueba
de Tukey (p<0.05), en el efecto que éstos produjeron so-
bre la patogenicidad del hongo.

La mortalidad producida en las brocas por el hongo
conservado durante 24 semanas en DMSO al 5% fue
51.6% y la mortalidad producida por el hongo conserva-
do en leche descremada al 20% fue 75.2%, al igual que
la mortalidad producida en las brocas por el hongo con-
servado en leche descremada al 10% mas inositol al 5%.

La mortalidad producida por el hongo con el glicerol
al 10% fue 77.9%; la del aceite fue 79% y la de la leche
descremada al 10% fue 82.3%. La mortalidad producida
en las brocas por el hongo conservado en silica gel y en
el medio ATCC 18 fue 68% y 64.4%, respectivamente (fi-
gura 1).

Efecto del tiempo de almacenamiento
sobre B. bassiana conservado en aceite
minerala4°C,-20°Cy-70°C

En cuanto a la viabilidad, se encontr6 un valor de germi-
nacion a las 24 semanas comparable al del inicio (figura
2).

Sin embargo, al evaluar después de las 12 sema-
nas, se encontrd que para todos los casos hubo un des-
censo en la germinacién, menor cuando el hongo se
conservo a 4 °C, con un resultado del 65.3%. Mientras
que cuando se conservé a-20°Cya-70 °C, los resulta-
dos de germinacion fueron del 35.4% y 31% respectiva-
mente (figura 2).
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% Patogenicidad

0% Patogenicidad

Protectores de preservacion

Figura 1. Comportamiento de la patogenicidad de acuerdo con el uso de protectores de preservacion.

De acuerdo con el analisis inferencial, se demues-
tra que si existen diferencias significativas; por tanto, el
tiempo de almacenamiento a 4 °C, - 20 °C y - 70 °C si
afect6 la viabilidad del hongo conservado en aceite mine-
ral, p < 0.05 (figura 2).

Al evaluar la patogenicidad del hongo conservado a
estas temperaturas, se encontrd que para todos los ca-
sos se presentd un descenso a las 12 semanas, tiempo
mucho menor que cuando el hongo estuvo a 4 °C, con un
resultado de mortalidad en broca del 88.3%, mientras

100 =

Viabilidad (% germinacion/ 24 horas)

0 6 12 18 24
Tiempo de almacenamiento (semanas)

—@— Aceite mineral a4 °C
—l— Aceite mineral a - 20 °C
—— Aceite mineral a- 70 °C

Figura 2. Comportamiento comparativo de la viabilidad
durante el tiempo de almacenamiento en aceite mineral a
4°C,-20°Cy-70°C.

que cuando se conservd a -20 °C, el resultado de
mortalidad fue 40% (figura 3).

Cuando la evaluaciéon se hizo en la semana 24, se
presentd una disminucion en la mortalidad de las brocas. Al
final de las 24 semanas, aumento notoriamente a —20 °C.

Efecto del tiempo de almacenamiento
sobre B. bassiana conservado en silica gel
a4°C,-20°Cy-70°C

Se encontré que a menor temperatura de preservacion,
la viabilidad se mantuvo estable hacia las 24 semanas de
almacenamiento con un resultado de 67.3% de germina-
cién a —70 °C (figura 4).

Asi mismo los propagulos conservados a4 °Cy a
—20°C, en la semana 24 de almacenamiento, presenta-
ron un aumento de la viabilidad; con un valorde 88.7% y
de 88.1% respectivamente. De acuerdo con la prueba
de Tukey (p < 0.05), existen diferencias significativas
entre los grupos evaluados durante el tiempo de
almacenamiento.

El periodo de recuperacion que presentaron los
propagulos conservados a 4 °C, en la semana 6, fue dos
dias. Se produjeron blastosporas abundantes y micelio.
Enla semana 12, por el contrario, el tiempo de recupera-
cion fue 20 horas aproximadamente, y ademas se pre-
sentaron propagulos germinados.
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Figura 3. Comportamiento comparativo de la patogenici-
dad durante el tiempo de almacenamiento en aceite mi-
nerala4 °C, -20°Cy-70 °C.
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Figura 4. Comportamiento comparativo de ia viabilidad
durante el tiempo de almacenamiento en silica gela4 °C,

Los propagulos conservados a-20°Cya-70°C, en
la semana 6, necesitaron 30 horas para salir del periodo
de latencia y presentar blastosporas y micelio abundante.

Los propagulos conservados a 4 °C en silica gel pre-
sentaron variaciones acentuadas entre lasemana 12y 18,
a las temperaturas de conservacion de -20 °C y —70 °C.

Los propagulos de este hongo no conservaron la pa-
togenicidad en las tres temperaturas ensayadas (figura 5).
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Figura 5. Comportamiento comparativo de la patogenici-
dad durante el tiempo de almacenamiento en silica a 4
°C,-20°Cy-70 °C.

Efecto del tiempo de almacenamiento
sobre el hongo conservado en liofilizacion

Se encontré mayor tendencia a proteger los propagulos
liofilizados cuando estos fueron suspendidos en leche
descremada al 10% o al 20% y en el medio ATCC 20,
presentandose porcentajes de germinacion de 89.6%,
90% y de 87.6%, respectivamente, en la semana 24 (fi-
gura 6). Estos presentaron porcentajes de humedad rela-
tiva de 2.82%, 3.46% y 2.32%, respectivamente. El
medio ATCC 18 presentd humedad del 1.8% vy la leche
descremada al 10% + inositol al 5%, humedad del
4.38%.

De acuerdo con la prueba de Tukey (p<0.05), exis-
ten diferencias significativas entre los protectores utiliza-
dos en la liofilizacién para la preservacion de la
viabilidad. La mortalidad producida en estos protectores,
después de seis meses, fue inferior al 70% (figura 7).

Efecto del tiempo de almacenamiento sobre B.
bsassiana conservada en nitrégeno liquido

Cuando el hongo se conservé en nitrogeno liquido
usando glicerol al 10%, se observd un aumento de la via-
bilidad de los propagulos de este hongo durante las 24
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Figura 6. Comportamiento comparativo de la viabilidad
durante el tiempo de almacenamiento usando protecto-
res para liofilizacion.
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Figura 7. Comportamiento comparativo de la patogenici-
dad durante el tiempo de almacenamiento usando pro-
tectores para liofilizacion.

semanas de evaluacion, con un valor de 90.5%. Con el
dimetilsulféxido (DMSO 5%), se conservo el hongo en un
82.9% (figura 8). Se presentaron diferencias significati-
vas de acuerdo con la prueba de Tukey (p<0.05).

Utilizando glicerol al 10%, se alcanz6 la patogenici-
dad mas alta luego de seis meses (91.6%); utilizando
DMSO al 5%, la patogenicidad lleg6 a un valor de 63.3%
a las 24 semanas (figura 9).
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Figura 8. Comportamiento comparativo de la viabilidad
durante el tiempo de almacenamiento usando protecto-
res en nitrégeno liquido.
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Figura 9. Comportamiento comparativo de la patogeni-
cidad durante el tiempo de almacenamiento usando pro-
tectores en nitroégeno liquido.

DISCUSION

El presente estudio indica que la leche descrema-
da es uno de los mejores protectores de la viabilidad de
los propagulos de Beauveria bassiana. Ademas permi-
ti6 comprobar que este protector mantuvo la patogenici-
dad del Beauveria bassiana para broca en condiciones
de laboratorio. La leche descremada al 10% permitio
preservar la patogenicidad en el 82.3% en el sistema de
liofilizacion.
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Este dato coincide con lo hallado por otros autores
(Crowe et al. 1984; Crowe et al. 1990), quienes opinan
que es uno de los compuestos protectores que ofrecen
mayor efectividad sobre la estabilidad biolégica del mi-
croorganismo durante el almacenamiento. Este protector
muestra gran efectividad tanto a una concentracién del
10% como mezclado con otros compuestos (Singleton y
Sainbury 1978). Es asi como en sistemas acuosos liofili-
zados se han propuesto varios mecanismos que tratan
de explicar la estabilizacién proteica por solutos, como la
leche descremada, al igual que por disacaridos, como
sacarosa, lactosa y trehalosa.

Teniendo en cuenta que los propagulos de B. bas-
siana, antes de ser sometidos a la liofilizacion, presenta-
ron patogenicidad del 95% y del 82.3%; después del
proceso de conservacion, se puede interpretar esta dis-
minucién posiblemente como consecuencia de cambios
enzimaticos, genéticos o estructurales del hongo, y ade-
mas, de la variabilidad de los factores ambientales pre-
sentes durante la evaluacién de la prueba biolégica de

patogenicidad.

La capacidad patogénica de un hongo entomopato-
geno, como el B. bassiana, depende en gran medida de la
actividad del complejo de enzimas encargadas de degra-
dar la cuticula del insecto. Las tres clases mas importan-
tes son lipasas, proteasas y quitinasas, que participan y
en este orden en el proceso de infeccidn del hongo sobre
la broca del café. La mayoria de las enzimas presentan re-
duccidn de su actividad entre =12 °C y —75 °C (Shikama y
Yamasaki 1961). Es el caso de proteinas globulares,
como la quitinasa y la proteasa, las cuales podrian pre-
sentar disminucion en su actividad, dependiendo de las
condiciones de congelamiento (temperatura y duracién)
(Hanafusa 1973) o por cambios estructurales producidos
directamente sobre el sitio activo.

En el caso de la utilizacion de la leche descremada,
se ha encontrado que tanto los aztcares como los fosfa-
tos (presentes en la albumina bovina) pueden interactuar
durante el congelamiento de la liofilizacion. Esta interac-
cion, de acuerdo con otros autores, puede prevenir la fu-
sion y el dafo en la bicapa fosfolipidica de la membrana
plasmatica celular y, por lo tanto, se incrementaria la flui-
dez, que evitaria la deshidratacién de ésta y, finalmente,
el dafo (Crowe et al. 1990; Crowe et al. 1984; Gekkoy Ti-
masheff 1981).

Se ha reportado que la virulencia asociada a la pa-
togenicidad en diferentes insectos plaga, causada por
Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) Sorokin y B. Bas-
siana, depende de altas velocidades de germinacién de
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los propagulos (Al-Aidroos y Roberts 1978; Pekrul y Gru-
la 1979; Hassan et al. 1989; Yokoyama et al. 1993).

Sin embargo, no se ha encontrado correlacién en-
tre la velocidad de germinacion y la patogenicidad con
otros hongos como Verticillium lecanii (Zimm.) Viegas
(Chandler et al. 1993). Boucias y Pendland (1984) obser-
varon que un aislamiento virulento de Nomuraea rileyi
(Farlow) Samson, germind mas lentamente que otros
aislamientos no agresivos. Esta situacion se puede apre-
ciar en la conservacion con aceite mineral donde, a4 °C,
la patogencidad de B. bassiana es alta en promedio,
mientras que la viabilidad fue menos del 80%.

La silica gel, en las tres diferentes temperaturas de
conservacion, no permitio la preservacion de las caracte-
risticas vitales del hongo, debido posiblemente a la re-
mocién del contenido de agua intracelular (secado), lo
que a su vez lleva a la reduccién del metabolismo celular
de los cultivos. Esta disminucién en la viabilidad fue mas
notoria a medida que la temperatura fue mas baja. cum-
ple en este caso, no se lo registrado por Alves et al.
(1996), relacionado con la disminucion de la viabilidad en
aislamientos mas patégenos y virulentos.

Aunque la viabilidad se conservd mas adecuada-
mente a —20 °C, la patogenicidad fue mas alta después
del periodo de recuperacién al que fueron sometidos los
propagulos de B. bassiana, lo cual permitié que éstos,
posiblemente, salieran del estado de latencia en el que
se encontraban, debido probablemente a las condicio-
nes de congelacién bajo cero.

A medida que transcurrio el tiempo de almacena-
miento en silica gel, la patogenicidad y la viabilidad no
disminuyeron sino que presentaron comportamientos di-
ferentes que dejan notar que existe en realidad gran va-
riabilidad en los factores ambientales y en la metodologia
utilizada en la medicién de estas variables.

El uso del glicerol al 10%, para la conservacion en
nitrégeno liquido, permitié preservar la patogenicidad de
B. bassiana. Esta actividad patogénica es comparable
con la obtenida en la semana de inicio (95%). El glicerol,
un osmoregulador en el interior de la célula fungica,
reemplaza las moléculas de agua perdidas y mantiene la
hidratacion de las proteinas, en especial las de bajo peso
molecular. A su vez el glicerol es preferencialmente ex-
cluido del dominio de la proteina; por lo tanto la proteina
no se despliega y se estabiliza en su conformacién nativa
(Crowe et al. 1984; Crowe et al. 1990; Fink 1986). En el
caso del efecto del glicerol sobre la viabilidad del hongo,
esta caracteristica se mantuvo en el valor 6ptimo del
90%. Los propagulos entraron posiblemente en un esta-
do de latencia atribuido también a choque osmético leve
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0 a cambios en la permeabilidad de la membrana, lo que
finalmente disminuyd el crecimiento y, dependiendo de
las condiciones ambientales a las que estuvo sometido el
propagulo en el periodo de recuperacién, aumento la ca-
pacidad germinativa (Luard 1982; Coulson et al. 1986).

Con el DMSO al 5%, se alcanzaron valores de pato-
genicidad mas bajos que con el glicerol. Parece ser que
este solvente protege y estabiliza las proteinas propias de
la patogenicidad, o las relacionadas con la germinacion, a
temperaturas bajo cero; mientras que a temperaturas mas
elevadas, como sucede en el momento de la desconge-
lacion a 37 °C, el DMSO se asocia con estas proteinas
por interacciones hidrofébicas, llevando finalmente a la
desnaturacion de la proteina (Crowe et al. 1990). Los re-
sultados obtenidos tuvieron alguna relacion con el com-
portamiento del DMSO, ya que se presentaron periodos
de recuperacion de 6 a 8 dias, tiempo necesario para que
el propagulo se adaptara a las condiciones de choque os-
motico mas intensas en el medio intracelular. EI DMSO
parece ofrecer proteccion menos sigificativa a la pared ce-
lular fangica.

La viabilidad del hongo presenté igual comporta-
miento, y en valores muy parecidos a los de patogenici-
dad, cuando fue conservado en glicerol. De esta manera,
se refleja la relacion directa entre patogenicidad y viabili-
dad, aunque el hongo necesitoé periodos de recuperacion
de 5 a 6 dias en promedio. El crecimiento presentado
pudo ser el resultado de una secuencia de eventos,
como la disminucion en el volumen de las paredes celu-
lares de los propagulos, y algunos grados de plasmdlisis
en paredes celulares. Luego se observo un retorno gra-
dual, usualmente al volumen inicial o turgencia de la hifa,
dependiendo de la concentracion de sustancias activas
incrementadas internamente asi como del influjo de agua
del medio al propagulo. Posiblemente, en este momento
el glicerol se ajusté osmadticamente el medio, por ser el
soluto de mayor concentracion en él. Estos eventos de
osmorregulacion celular se han reportado también en
hongos imperfectos como Penicillium chrysogenum y
Chrysosporium fastidium (Luard 1982; Smith et al. 1986).

De acuerdo con los resultados obtenidos, es im-
portante anotar que se necesitan investigaciones mas
prolongadas que correlacionen la viabilidad y la patoge-
nicidad de otros hongos entomopatdgenos en condicio-
nes de preservacion en los diferentes sistemas de
conservacion industrial, ya que asi se va a lograr tener
en el mercado productos optimizados y estandarizados,
que funcionen eficazmente contra insectos plaga, en
condiciones de campo.
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