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Introducción

El desarrollo y aplicación 
de agentes de control biológi-
co de plagas adquiere relevan-
cia como alternativa en el 
desarrollo de una agricultura 
sostenible que preserve los 
recursos naturales y el medio 
ambiente. La aplicación con-
trolada en agroecosistemas de 
organismos vivos o sus meta-
bolitos para el  control de pla-
gas y enfermedades implica el 
mejoramiento de los cultivos, 
al proteger las plantas  del de-
terioro producido por agentes 
patógenos (Gómez et  al., 
2002). En la  naturaleza, los 
hongos entomopatógenos pue-
den eliminar plagas o mante- 

nerlas en niveles que no oca-
sionan daños económicos a 
los cultivos (Azevedo, 1998). 
Constituyen, además, el  gru-
po  de mayor importancia en 
el control biológico de insec-
tos plaga; prácticamente todos 
los insectos son susceptibles a 
algunas de las enfermedades 
causadas por hongos (López-
Llorca y Jansson, 2001). En la 
actualidad se conocen ~90 
géneros y ~700 especies de 
hongos entomopatógenos. 
Entre los géneros más impor-
tantes se encuentran Metarhi- 
zium, Beauveria, Aschersonia, 
Entomophthora, Zoophthora, 
Erynia, Hirsutella, Paecilomy- 
ces (= Isaria) y Verticillium 
(=Lecanicillium) (López y 

Hans Börjes, 2001), aunque 
solo un número reducido de 
ellos, incluyendo a Ento- 
mophtorales e Hyphomycetes, 
ha sido bien estudiado (Qazi 
y Khachatourians, 2008).

Entre los hongos entomopa-
tógenos más conocidos esta 
Beauveria bassiana, conside-
rada como la especie más am-
pliamente distribuida de su 
género en el mundo y que 
forma parte de los entomopa-
tógenos más destacados debi-
do a su capacidad de infectar 
a más de 200 especies de nue- 
ve órdenes de insectos. Este 
hongo ha sido aislado, cultiva-
do y ensayado en laboratorio 
para el control de insectos 
plaga que atacan a una diver-

sidad de cultivos y, fundamen- 
talmente, es utilizado para el 
control de lepidópteros, ho-
mópteros, coleópteros, hemíp-
teros y dípteros de importan-
cia económica (Zimmermann, 
2007). Comprender los aspec-
tos básicos del desarrollo de 
los hongos entomopatógenos y 
tener un conocimiento detalla-
do de los requerimientos nu-
tricionales para su crecimien-
to y esporulación es esencial 
para emprender su producción 
masiva y facilitar su comer-
cialización. (Gandarilla-
Pacheco et  al., 2013a).

La producción de estos 
hongos para el control de 
insectos plaga se basa en la 
mult iplicación masiva del 

mente significativas (p≤0,05) entre los diferentes hongos evalua-
dos, mientras que para la producción de conidios entre los dife-
rentes sustratos se encontraron diferencias estadísticamente sig-
nificativas (p≤0,05). La mayor producción se obtuvo con la ave-
na la cual fue de 5,00×108 conidios/g; la menor producción de 
1,72×108 conidios/g la presentó la cebada. Con arroz se produjo 
3,15×108conidios/g; con sorgo y maíz 2,68; y con trigo 2,38×108 
conidios/g, respectivamente. En cuanto a la viabilidad, esta fue 
>95% para todas las cepas durante cuatro semanas de almace-
namiento, tanto a temperatura ambiente como en refrigeración.

RESUMEN

La búsqueda de nuevas y mejores alternativas para estimu-
lar la esporulación de hongos entomopatógenos es básica para 
el desarrollo de producciones masivas de inóculos destinados al 
control de algunos insectos plaga que causan pérdidas econó-
micamente importantes. Se evaluó la producción de conidios de 
dos cepas nativas de Beauveria bassiana (HIB-4 e HIB-7) y una 
de colección (GHA) en cultivo bifásico utilizando arroz, avena, 
cebada, maíz, sorgo y trigo como sustratos. La producción de 
conidios entre los sustratos utilizados se presentó en un rango 
de 108 conidios/g y no se encontraron diferencias estadística-
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statistical differences (p≤0.05) between the different fungi test-
ed were found, whereas for the production of conidia between 
different substrates were found statistically significant differ-
ences (p≤0.05) were fopund. The highest production was ob-
tained with oat at 5.00×108 conidia/g and the lowest, for bar-
ley, was 1.72×108 conidia/g. Rice production was 3.15×108, sor-
ghum and maize 2.68, and wheat 2.38×108 conidia/g, respec-
tively. Viability remained >95% for the storage of all strains 
for four weeks, both at room temperature and refrigerated.

SUMMARY

The search for new and better ways to stimulate sporulation 
of entomopathogenic fungi is essential for the development of 
mass production of inoculants for the control of some insect 
pests that cause economically important losses. The production 
of conidia from two native strains of Beauveria bassiana (HIB-
4 and HIB-7) and a collection strain (GHA) in biphasic culture 
using rice, oats, barley, corn, sorghum and wheat as substrates 
was evaluated. Conidia production on the various substrates 
used took place in a range of 108 conidia/g and no significant 
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te significativas (p≤0,05) entre os diferentes fungos avaliados, 
enquanto que para a produção de conídios entre os diferentes 
substratos se encontraram diferenças estatisticamente significati-
vas (p≤0,05). A maior produção se obteve com aveia, a qual foi 
de 5,00×108 conídios/g; a menor produção de 1,72×108 conídios/g 
foi da cevada. Com arroz foi produzido 3,15×108conídios/g; com 
sorgo e milho 2,68; e com trigo 2,38×108 conídios/g, respectiva-
mente. Quanto à viabilidade, esta foi >95% para todas as cepas 
durante quatro semanas de armazenamento, tanto em temperatura 
ambiente quanto com refrigeração.

RESUMO

A procura por novas e melhores alternativas para estimular a 
esporulação de fungos entomopatógenos é fundamental para o de-
senvolvimento de produções massivas de inóculos destinados para 
o controle de alguns insetos praga que causam perdas economi-
camente importantes. Avaliou-se a produção de conídios de duas 
cepas nativas de Beauveria bassiana (HIB-4 e HIB-7) e uma de 
coleção (GHA) em cultivo bifásico utilizando arroz, aveia, ceva-
da, milho, sorgo e trigo como substratos. A produção de conídios 
entre os substratos utilizados se apresentou em uma faixa de 108 
conídios/g e não foram encontradas diferenças estatisticamen-

hongo de interés y sus estruc-
turas reproductivas en un sus-
trato natural que proporcione 
los nutrientes necesarios para 
la mayor producción de coni-
dios al menor costo. Este pro-
cedimiento se ha desarrollado 
desde hace varias décadas con 
diversas técnicas de formula-
ción. Actualmente se conocen 
diferentes métodos de produc-
ción de hongos entomopatóge-
nos, artesanal, semi-industrial 
e industrial, y dicha produc-
ción se puede realizar en cul-
tivos líquidos, cultivo mixto 
(bifásico) y sólido (Jenkins 
et  al., 1998).

Para la producción masiva 
de hongos entomopatógenos 
comúnmente se usa como sus-
trato sólido el grano de arroz 
(Oryza sativa L.) por mantener 
las condiciones físicas con una 
adecuada superficie efectiva 
para el crecimiento micelial, 
un adecuado balance nutri- 

cional y algunas condiciones 
específicas acordes a los reque-
rimientos del aislamiento en 
términos de aireación y hume-
dad (Bhanu-Pakrasha et  al., 
2008). Otros sustratos común-
mente utilizados son: cebada, 
avena, frijol, sorgo, trigo, soya, 
mijo, cacahuate, garbanzo, 
lenteja, chícharo, caupí (frijol 
africano) y estiércol de vaca 
(Figueroa et  al., 2007; Saha- 
yaraj y Namasivayam, 2008; 
Bhadauria et  al., 2012; Gang- 
war 2013).

Los hongos se han reprodu-
cido para su uso como agentes 
biológicos de plagas desde 
hace casi un siglo, para lo 
cual se ha utilizado diferen-
tes  métodos  de  reproducción 
(Vélez et  al., 1997). Para utili-
zar hongos entomopatógenos 
como insecticidas deben pro-
ducirse cantidades masivas del 
hongo, el cual debe mantener 
su capacidad infectiva por un 

período de tiempo  considera-
ble. La mayoría de las espe-
cies de hongos son producidas 
en medios sólidos, donde el 
hongo crece como micelio su-
perficial y produce conidios 
en hifas aéreas. Por otro lado, 
la producción de hongos en 
sustratos sólidos dificulta la 
automatización del proceso y 
carece de eficiencia económi-
ca, a escala satisfactoria, en la 
producción de conidios. Este 
problema puede ser parcial-
mente resuelto por un proceso 
de producción de dos fases 
(cultivo bifásico), en el que los 
cultivos sumergidos son utili-
zados para producir una gran 
cantidad de micelios y/o blas-
tosporas, que es colocada des-
pués sobre un sustrato sólido 
para obtener los conidios ne-
cesarios (Jenkins et  al., 1998; 
Wraight et  al., 2001).

El objetivo del presente estu-
dio fue evaluar la producción 

de conidios de dos aislados 
nativos y una cepa de B. bas-
siana que han mostrado po-
tencial para el control de in-
sectos plaga en estudios ante-
r iores (Gandar il la-Pacheco 
et  al., 2013b, c), mediante una 
alternativa de cultivo bifásico 
utilizando blastosporas como 
pre-inóculo sobre diferentes 
sustratos sólidos, específica-
mente cereales de bajo costo 
comercial.

Materiales y Métodos

Microorganismos

Los hongos se obtuvieron de 
la colección del laboratorio L6 
del Instituto de Biotecnología, 
Facultad de Ciencias Bioló- 
gicas, Universidad Autónoma 
de Nuevo León (FCB-UANL). 
Fueron conservados en viales 
criogénicos con 1ml de glicerol 
10% v/v y almacenados en 



741NOVEMBER 2017 • VOL. 42 Nº 11

congelación a -80ºC. Los aisla-
dos nativos utilizados corres-
ponden a las claves HIB-4, 
HIB-7 y la cepa con clave 
GHA de Beauveria bassiana.

Producción de blastosporas 
para el precultivo

La cepa y los aislados nati-
vos de B. bassiana se descon-
gelaron por 45min a tempera-
tura ambiente (25 ±2ºC) y se 
cultivaron en agar papa dex-
trosa. Las cajas se incubaron 
durante 14 días a 25 ±2ºC 
bajo fotoper iodo 12:12h. 
Después se prepararon suspen-
siones de 5×105 conidios/ml 
con agua destilada estéril para 
inocular 10ml en matra- 
ces Erlenmeyer baf leados de 
500ml conteniendo 90ml 
de caldo papa dextrosa. Se 
incubaron por 72h a 28ºC y 
250rpm en un incubador con 
agitación orbital. Al final del 
tiempo de crecimiento se de-
terminó la concentración total 
de blastosporas y mediante 
diluciones seriadas se ajustó la 
concentración a 1×106 blastos-
poras/ml de cada uno de los 
hongos utilizados para inocu-
lar cada uno de los sustratos.

Preparación de los sustratos

Se utilizó arroz (Oryza sati-
va L.), avena (Avena sativa L.), 
cebada (Hordeum vulgare L.), 
maíz quebrado (Zea mays L.), 
sorgo (Sorghum vulgare L.) y 
t r igo (Triticum sativum L.) 
como sustratos. Para eliminar 
la mayor cantidad de partículas 
ajenas al sustrato cada uno de 
éstos se lavó por 2min separa-
damente con agua corriente a 
presión y se dejó escurrir por 
10min sobre el mismo colador 
donde fue lavado. Después se 
colocaron 50g (peso húmedo) 
del sustrato en bolsas de polie-
tileno de alta densidad (HDPE) 
de 1kg de capacidad y 25ml de 
agua bidestilada. Las bolsas 
fueron selladas con grapas me-
tálicas modelo Nº 400, se les 
colocó una cruz de cinta mas-
king Nº 110, a la cual se deno-
minó sitio de inoculación, en el 
centro de la bolsa. Todas las 
bolsas fueron esterilizadas en 
una autoclave automática a 
121  ºC, 15PSI por 15 min.

Inoculación de los sustratos

Una vez esterilizadas, las 
bolsas se dejaron enfriar du-
rante 24h para ser inoculadas. 
Para la inoculación de los di-
ferentes hongos se utilizaron 
jeringas estériles con la que se 
inyectaron las bolsas en el si-
tio de inoculación. Todas las 
bolsas fueron inoculadas apli-
cando 5ml por bolsa de cada 
uno de los sustratos con una 
suspensión de 1×106 blastospo-
ras/ml, asegurándose de espar-
cir sobre todo el sustrato la 
suspensión del hongo. Poste- 
riormente se incubaron duran-
te 14 días a temperatura am-
biente (25 ±2ºC) y se expusie-
ron a la luz blanca de las lám-
paras del laboratorio (12:12h 
L:O). Las bolsas fueron agita-
das cada tercer día para espar-
cir las esporas homogénea-
mente sobre el sustrato. Al 
final del tiempo de crecimien-
to se determinó la concentra
ción de conidios y el porcenta-
je de viabilidad.

Medición de la productividad 
del sustrato

A los 14 días de incubación 
se determinó la concentración 
de conidios por gramo de sus-
trato de cada una de las bolsas, 
tomando 1g de cada uno de los 
sustratos y agregándolos en 
tubos de ensayo conteniendo 
solución estéril Tween 80 al 
0,1% (v/v). Se homogenizaron 
en un agitador vibratorio (vór-
tex) durante 2min para des-
prender los conidios, se reali-
zaron diluciones seriadas y se 
contaron los conidios usando 
una cámara de Neubauer.

Determinación de la 
viabilidad

Como variable de calidad se 
determinó la viabilidad (super-
vivencia) de los conidios pro-
ducidos sobre avena, ya que 
fue el sustrato de mayor pro-
ducción promedio, tanto para 
la cepa como para los dos ais-
lados nativos de B. bassiana. 
La prueba se realizó semanal- 
mente durante un mes de al-
macenaje de las bolsas a una 
temperatura de 4 ±2ºC (en re-
frigerador) y 25 ±2ºC (ambien- 

te) en agar papa dextrosa y 
agar agua.

Análisis de los datos

Los resultados se expresa-
ron como valores promedios. 
Para verificar la normalidad 
de los datos se realizó la 
prueba de Kolmogorov-
Smirnov, previa conversión de 
los resultados a su logaritmo 
(log10) para introducirlos en el 
programa estadíst ico, y en 
caso de cumplir con este crite-
rio se realizó un análisis de 
var ianza (ANOVA) y una 
prueba de Scheffé (p≤0,05) 
para las medias. Los datos 
fueron analizados mediante el 
programa IBM® SPSS ® v.19.

Resultados y Discusión

La producción de conidios 
entre los sustratos utilizados 
se presentó en un rango de 108 
conidios por gramo y no se 
encontraron diferencias esta-
díst icamente signif icat ivas 
(p≤0,05) entre los diferentes 
hongos evaluados (f= 1,84; p= 
0,16). Para la cepa GHA la 
producción promedio fue de 
2,55×108, mientras que para 
los aislados HIB-4 e HIB-7 
rondaron los 2,80×108 y 
9,44×108 conidios/g, respecti-
vamente (Figura 1). Al evaluar 
la producción de conidios en-
tre los diferentes sustratos se 
encontraron diferencias esta-
díst icamente signif icat ivas 
(p≤0,05). En promedio, la ma-
yor producción se obtuvo con 
la avena la cual fue de 
5,00×108 conidios/g; la menor 

producción (1.72×108 coni- 
dios/g) se presentó en cebada. 
En arroz hubo una producción 
de 3,15×108, en sorgo y maíz 
de 2,68×108, y en t r igo de 
2,38/108 conidios/g respectiva-
mente (Figura  2).

Con respecto a la sobrevi-
vencia de los conidios en avena 
los resultados en temperatura 
ambiente (25 ±2ºC) y de refri-
geración (4±2ºC) para los hon-
gos evaluados en medio papa 
dextrosa fue de 100% durante 
las tres primeras semanas y en 
el medio agar agua fue del 
100% durante las primeras tres 
semanas en refrigeración, 
mientras que a temperatura 
ambiente fue muy similar a la 
registrada en la cuarta semana 
(Tabla  I).

Para la producción masiva 
de hongos entomopatógenos 
comúnmente se usa como sus-
trato sólido el grano de arroz 
por mantener las condiciones 
físicas con una adecuada su-
perficie efectiva para el creci-
miento micelial, un adecuado 
balance nutricional y condicio-
nes específicas acordes a los 
requerimientos del aislamiento 
en aireación y humedad 
(Bhanu et  al., 2008; Sahayaraj 
y Namasivayam, 2008). Sin 
embargo, existen diferentes 
estudios en los que se ha bus-
cado otras opciones como sus-
tratos con el objetivo de redu-
cir costos de producción y/o 
mejorar los rendimientos en la 
producción de conidios, repor-
tados por diversos autores en 
años recientes. Entre los sus-
tratos evaluados se encuentran 
cebada, avena, frijol, sorgo, 

GHA
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Figura  1. Producción promedio de conidios entre los diferentes hongos 
evaluados (GHA, HIB-4 e HIB-7) de Beauveria bassiana a los 14 días 
de incubación bajo condiciones de laboratorio, 25 ±2ºC y fotoperiodo 
12:12h. Los tratamientos con diferente letra son significativamente dife-
rentes (p≤0,05). Líneas en las barras indican el error estándar.
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trigo, soya, mijo, cacahuate, 
garbanzo, lenteja, chícharo, 
caupí (frijol africano), estiércol 
de vaca, por mencionar algu-
nos (Figueroa et  al., 2007; 
Sahayaraj y Namasivayam, 
2008; Bhadauria et  al., 2012; 
Gangwar, 2013). En el presen-
te trabajo se utilizaron arroz, 
avena, cebada, maíz quebrado, 
sorgo y trigo considerando su 
bajo costo, fácil adquisición y 
los t rabajos previos a esta 
investigación.

Uno de los problemas más 
comunes cuando se utiliza un 
sustrato para la producción de 
conidios se relaciona con la 
alta compactación que se ejerce 
sobre el sustrato. Cortez-
Madrigal (2007) reporta que en 
hongos como Lecanicillium le-
cani, la cantidad de conidios se 
puede ver afectada por este 
factor, que evita aireación in-
terna y, por consiguiente, redu-
ce en la producción conidial. 

Este problema pudo presentarse 
en el presente trabajo con B. 
bassiana, ya que algunos de 
los sustratos utilizados, como 
avena, maíz quebrado y princi-
palmente arroz, presentaron 
dificultades por su tendencia a 
permanecer apelmazados des-
pués de la esterilización debido 
a un exceso de humedad.

En el presente estudio la 
producción obtenida fue del 
orden de 108 conidios/g. Al 
comparar la producción entre 
los seis sustratos se obtuvieron 
diferencias estadistícamente 
significativas entre ellos, sien-
do en avena donde se obtuvo 
los mejores rendimientos en 
comparación con la cebada, 
que presentó la menor produc-
ción, mientras que el arroz, 
sorgo, maíz y trigo mostraron 
resultados similares. Estos re-
sultados coinciden con los re-
por tados por Lucero-Maf la 
et  al., (2004) quienes reportan 

valores para cepas de B. bas-
siana de 2,5×108 a 5×109 
esporas/g utilizando trigo como 
sustrato. Sahayaraj y Namasi- 
vayam (2008) utilizando trigo, 
arroz, raghi (mijo africano), 
sorgo, mijo perla y maíz obtu-
vieron producciones de 11,76; 
11,24; 10,72; 10,24; 9,78 y 
9,44×108 conidios/g, respectiva-
mente. La avena es uno de los 
cereales más completos y de 
más alto valor nutricional, ya 
que es rica en carbohidratos 
complejos, vitaminas del com-
plejo B, minerales y aminoáci-
dos como leucina, treonina, 
isoleucina y metionina, lo cual 
coincide con lo señalado en 
Volcy y Pardo (1994), quienes 
mencionan que un buen sustra-
to para la producción de coni-
dios debe poseer un alto conte-
nido de carbohidratos, nitróge-
no, microelementos, vitaminas 
del complejo B y una concen-
tración alta de iones necesarios 
para el crecimiento y esporula-
ción. Bhadauria et al., (2012) al 
evaluar quince sustratos dife-
rentes, entre ellos arroz, maíz, 
sorgo y trigo, encontraron la 
mayor producción de 9,06×107 
conidios/g en caupí (frijol afri-
cano, frijol de cabecilla negra), 
seguido por el chícharo y fri-
jol, en los cuales obtuvieron 
8×107 conidios g-1. Posada- 
Flores (2008) y Gandarilla-
Pacheco et al., (2013a) reportan 
valores menores a 1×1010 
conidios/g en medio de cultivo 
bifásico utilizando arroz como 
sustrato para B. bassiana. La 
variabilidad en la producción 
de conidios entre los diferentes 
sustratos evaluados en el pre-
sente y anteriores trabajos pue-
de deberse en parte a que el 
rendimiento de esporas por 
gramo de sustrato también se 
ve influenciado por la cepa y 
por el estado de la misma, pu-
diendo variar entre 5×103 y 
2.5×1011 conidios/g de sustrato 
(Monzón, 2001). Para conside-
rar un sustrato como idóneo a 
los fines de la producción de 
conidios de una cepa o aislado 
de un hongo entomopatógeno 
debe tomarse en cuenta su bajo 
costo, fácil adquisición, pro-
ducción de alta concentración 
de conidios y capacidad para 
mantener la virulencia de la 
cepa (Roberts y Yendol, 1971). 

Sin embargo, el rendimiento de 
la esporulación sobre un sus-
trato también puede ser in-
f luenciado por factores como 
la técnica de cultivo, concen-
tración del inóculo inicial, con-
diciones de temperatura, hume-
dad, aireación, y tiempo de 
incubación (Figueroa et  al., 
2007), así como las por dife-
rencias nutricionales entre los 
sustratos.

Conclusiones

La producción de conidios de 
los hongos evaluados en los di-
ferentes sustratos utilizados se 
mantuvo en el rango de 108 
conidios/g. Sin embargo, estos 
resultados muestran la capacidad 
de los hongos evaluados para 
utilizar la avena como un sustra-
to ventajoso para desarrollar su 
crecimiento y esporulación.
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TABLA I
SOBREVIVENCIA A LAS CUATRO SEMANAS 
DE CONIDIOS PRODUCIDOS EN BOLSAS DE 
AVENA COMO SUSTRATO SÓLIDO, EN DOS 

MEDIOS Y DOS TEMPERATURAS

Clave
Germinación (%)

Día 0*
PDA

25 ±2ºC
PDA

4 ±2ºC
AA

25 ±2ºC
AA

4 ±2ºC
GHA 100 98 99 95 97
HIB-4 100 97 98 94 97
HIB-7 100 98 99 93 98
Media ±DE 100 97,6 ±0,57 98,6 ±0,57 94 ±1 97,3 ±0,57

*Corresponde a la sobrevivencia de los conidios a los 14 días de incu-
bación bajo condiciones de laboratorio 25 ±2ºC y fotoperiodo 12:12h.
PA: agar papa dextrosa, AA: agar agua.
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