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RESUMEN

En el estado de Chiapas, México, se aislaron y caracteriza-
ron cepas de hongos asociadas a criaderos de mosquitos Ano-
pheles albimanus, vector del paludismo en México. La cepa
nativa de Gliocladium virens demostro patogenicidad, en bio-
ensayos de laboratorio, sobre A. albimanus, por lo que es un
excelente candidato para el desarrollo de un producto bioin-
secticida y, por lo tanto, se requiere la produccion del hon-
go para continuar su estudio. El objetivo de este trabajo fue
implementar un control de calidad en la produccion artesanal
del hongo G. virens, mediante la evaluacion de indicadores de
calidad. Se implemento el control de calidad durante los pro-
cesos de produccion utilizando como indicadores: la deteccion
de contaminantes, pureza del inoculo, reactivacion de la cepa,

y concentracion y viabilidad de las conidias. Ademads, se veri-

fico la calidad del producto final utilizando como indicadores:

el rendimiento, la viabilidad de las conidias, pureza microbio-
logica y patogenicidad. Se logro un buen control de calidad
en las diferentes etapas del proceso de produccion del hongo
G. virens mediante el uso de arroz como sustrato en botellas y
bolsas. El control de calidad permitio detectar la presencia de
contaminacion y evitar la diseminacion del hongo contaminan-
te Aspergillus flavus hacia productos limpios. Se obtuvieron
productos libres de contaminantes y con viabilidad del 100%.
La patogenicidad de las conidias producidas por el método ar-
tesanal fue excelente, ya que causo una mortalidad del 100%
de las larvas de A. albimanus a las 120h.

Introduccion

El uso excesivo de plaguici-
das quimicos para el control
de mosquitos vectores del pa-
ludismo ha ocasionado efectos
negativos en el ambiente, ade-
mas de contribuir al desarro-
llo de resistencia de los vecto-
res (Elosegui, 2006; Ordofiez-
Gonzalez et al., 2008). En la
actualidad se busca sustituir
el uso de insecticidas quimi-
cos por alternativas biologi-
cas, siendo el uso de hongos
entomopatdgenos una opcion
prometedora.

Debido a la factibilidad de
producir bioinsecticidas basa-
dos en hongos para ser usados
en salud publica para el con-
trol de insectos vectores de

enfermedades y a que las ce-
pas nativas son mas efectivas
que aquellas introducidas
(Castillo, 2006), en el Centro
Regional de Investigacion en
Salud Publica (CRISP) de Ta-
pachula, Chiapas, México, se
han llevado a cabo estudios
para aislar y caracterizar ce-
pas nativas de hongos ento-
mopatdgenos con capacidad
infectiva sobre insectos vecto-
res de enfermedades. La cepa
nativa de Gliocladium virens
demostré patogenicidad sobre
las fases de larvas y adultos
de Anopheles albimanus, por
lo que representa un excelente
candidato para el desarrollo
de un producto bioinsecticida
(Vazquez-Martinez et al.,
2007, 2008).

Con la finalidad de producir
bioinsecticidas se ha propuesto
el crecimiento y desarrollo de
hongos entomopatogenos en
sustratos naturales para su re-
produccion masiva a bajo cos-
to. Desafortunadamente, aun
no existen protocolos estanda-
rizados para el control de cali-
dad del producto, lo cual ha
traido como consecuencia que
productores y paises desarro-
llen sus propios procedimien-
tos de control de calidad. El
objetivo del presente trabajo
fue implementar un control de
calidad en la produccion arte-
sanal del hongo G. virens, pa-
togeno de A. albimanus, vector
del paludismo en México, me-
diante la evaluacion de indica-
dores de calidad.

Materiales y Métodos

Control de calidad durante
el proceso de produccion
artesanal

Se utilizaron como indica-
dores de calidad: la pureza
del in6culo, la concentracion
y viabilidad de las conidias,
la reactivacion de la cepa y
la deteccion de contaminan-
tes en cada paso del proceso
de produccion.

Material biologico

Se utilizé la cepa 297 de
G. virens nativa de Tapachu-
la, la cual forma parte del
cepario del laboratorio de
biologia de patogenos y vec-
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QUALITY CONTROL IN THE PRODUCTION OF THE FUNGUS Gliocladium virens PATHOGEN OF Anopheles
albimanus (Wiedemann 1820), VECTOR OF MALARIA IN MEXICO

Irlanda Castillo Rivera, Olga Ruth Galvez Coutiflo, José Luis Torres-Estrada and Maria Guadalupe Vazquez-Martinez

SUMMARY

In the State of Chiapas, Mexico, fungi strains associated
with breeding sites for Anopheles albimanus, the vector mos-
quito of malaria in Mexico, were isolated and characterized.
The native strain of Gliocladium virens demonstrated patho-
genicity on A. albimanus in laboratory bioassays, being an
excellent candidate for the development of a bioinsecticide
product. Thus, production of the fungus is required in order
to continue its study. The objective of this work was to imple-
ment a quality control in the artisan production of the fungus
G. virens, through the evaluation of quality indicators. Qual-
ity control was implemented during the production processes
using as indicators: the detection of pollutants, the purity of

the inoculum, the reactivation of the strain, concentration and
viability of the conidia. Furthermore, the quality of the final
product was verified using as indicators: performance, the vi-
ability of the conidia, microbiological purity and pathogenic-
ity. A good quality control was achieved at different stages of
the production process of the fungus G. virens by using rice as
substrate in bottles and bags. Quality control allowed detect-
ing the presence of pollution and prevention of the spread of
the pollutant fungus Aspergillus flavus towards clean products.
Free products of pollutants and 100% viability were obtained.
The pathogenicity of the conidia produced was excellent, as it
caused a 100% mortality rate of A. albimanus larvae at 120h.

CONTROLE DE QUALIDADE NA PRODUCAO DO FUNGO Gliocladium virens, PATOGENIO DE Anopheles albimanus

(Wiedemann 1820), VECTOR DO PALUDISMO NO MEXICO

Irlanda Castillo Rivera, Olga Ruth Galvez Coutifio, José Luis Torres-Estrada ¢ Maria Guadalupe Vazquez-Martinez

RESUMO

No estado de Chiapas, México, se isolaram e caracteriza-
ram cepas de fungos associadas a criadouros de mosquitos
Anopheles albimanus, vetor do paludismo no México. A cepa
nativa de Gliocladium virens demonstrou patogenicidade, em
bioensaios de laboratorio, sobre A. albimanus, pelo qual é um
excelente candidato para o desenvolvimento de um produto
bioinseticida e, portanto, se requer a produg¢do do fungo para
continuar seu estudo. O objetivo deste trabalho foi implemen-
tar um controle de qualidade na produgdo artesanal do fungo
G. virens, mediante a avaliagdo de indicadores de qualidade.
Implementou-se o controle de qualidade durante os processos
de produgdo utilizando como indicadores: a detec¢do de con-
taminantes, pureza do indculo, reativa¢do da cepa, e concen-

tragdo e viabilidade dos conidios. Além disso, foi verificada
a qualidade do produto final utilizando como indicadores: o
rendimento, a viabilidade dos conidios, pureza microbiologica
e patogenicidade. Conseguiu-se um bom controle de qualida-
de nas diferentes etapas do processo de produgdo do fungo G.
virens mediante o uso de arroz como substrato em garrafas e
sacolas. O controle de qualidade permitiu detectar a presen-
¢a de contaminagdo e evitar a disseminagdo do fungo conta-
minante Aspergillus flavus para matrizes limpas. Obtiveram-se
produtos livres de contaminantes e com viabilidade de 100%.
A patogenicidade dos conidios produzidas pelo método artesa-
nal foi excelente, ja que causou uma mortalidade de 100% das
larvas de A. albimanus as 120h.

tores del Centro Regional de
Investigacion en Salud Publi-
ca/Instituto Nacional de Sa-
Iud Publica (CRISP/INSP) de
Tapachula, Chiapas, México,
depositada en el cepario de
REDBIO con nimero LBIH-
116. En los bioensayos se
usaron larvas de mosquitos
A. albimanus de tercer esta-
dio, proporcionadas por el
insectario del CRISP/INSP.

Pureza del inoculo

El desarrollo del hongo se
realizé en el medio Agar
Dextrosa Sabouraud (ADS)
con la técnica del papel celo-
fan (Dennis y Webster, 1971)
y se incubd a 27°C hasta la
esporulacion, en ~21 dias. Se

388

verificd la pureza del indculo
mediante la observacion di-
recta para identificar las ca-
racteristicas macroscopicas y
microscopicas.

Concentracion y viabilidad
de las conidias

Se prepard una suspension
de conidias del hongo G. vi-
rens en Tween® 80 al
0,0001%, a partir del cultivo
puro, y se determiné la con-
centracion de la suspension
mediante conteos de muestras
en la camara de Neiibauer.
Ademas se determind la via-
bilidad de las conidias (por-
centaje de germinacion) de
acuerdo con la técnica de Ca-
fiedo y Ames (2004).

Reactivacion del hongo sobre
el insecto

Para reactivar las caracteristi-
cas de patogenicidad del hongo,
se inoculd topicamente una sus-
pensién de conidias (1x107 coni-
das/ml) sobre chinches Triatoma
longipennis. Los insectos inocu-
lados se mantuvieron en cama-
ras humedas hasta el desarrollo
de infeccion. El hongo desarro-
llado sobre el insecto fue aisla-
do, cultivado y usado para la
produccion por el método arte-
sanal sobre un sustrato natural.

Produccion artesanal del
hongo

Se prepararon dos lotes de
produccion, siendo un lote un

conjunto de productos con
caracteristicas y fecha de pro-
duccidén iguales. De cada lote
se tomdé muestras en cada
etapa del proceso de produc-
cion para decidir si los pro-
ductos del lote cumplen con
los criterios de calidad. El
proceso se inicid inoculando
una infusién de papa y dex-
trosa con una suspension de
conidias (1x10® conidas/ml) y
después se incub6 a 28°C du-
rante cuatro dias para su pos-
terior uso en sustrato arroz.
Se prepararon bolsas y bote-
llas con 100 y 200g de arroz
precocido y se esterilizaron,
para luego ser inoculadas con
el medio liquido con conidias
e incubadas en una camara
ambiental a 28°C con un foto-
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periodo de 8h de luz y 16h de
oscuridad durante 15 dias.

El arroz, el cual habia sido
previamente inoculado con
esporas del hongo G. virens,
se transfirié a bandejas de
unicel; éstas se sellaron y se
dejaron en la caimara ambien-
tal por seis dias con 12h luz y
12h oscuridad. Los cultivos
de hongos esporulados de las
bandejas se transfirieron a
recipientes refractarios rectan-
gulares para ser secados en
un horno a 60°C durante 24h.
Posteriormente se realiz6 la
cosecha de las conidias me-
diante macerado y tamizado.
Una parte de la produccién
(cultivo de hongos esporula-
dos sobre el sustrato arroz)
fue guardada directamente en
bolsas de polietileno.

Deteccion de contaminantes

Se llevo a cabo un monito-
reo microbioldgico en cada
una de las etapas de produc-
cion, iniciando con la exposi-
cion de placas con agar nutri-
tivo (AN) y ADS en diferentes
puntos del area de trabajo y
equipos. Las suspensiones de
conidias stock y reactivadas
fueron revisadas por observa-
cion directa en el microscopio.
Ademas se realizaron dilucio-
nes seriadas y se sembro una
alicuota de la ultima dilucion
en medio ADS y AN.

Las chinches, T' longipennis,
usadas para la reactivacion del
hongo fueron desinfectadas con
hipoclorito de sodio al 0,5% y
lavadas con agua trisdestilada
estéril, luego se colocaron so-
bre placas de ADS y se incu-
baron (sin in6culo). Se realiza-
ron revisiones cada dos dias
para descartar el crecimiento
de contaminantes.

En la etapa de esterilizacion
de las bolsas y botellas con
arroz se tomd una muestra del
5-10% de cada lote y se incu-
b6 a temperatura ambiente
durante 48h para verificar que
se encontraran libres de conta-
minantes. Durante la etapa de
inoculacién e incubacion se
dejaron bolsas y botellas con
arroz sin inocular (10% del
lote) y se incubaron en las
mismas condiciones que las
inoculadas. Todas las muestras

usadas para verificar la calidad
del proceso fueron analizadas
por observacion directa y al
microscopio.

Control de calidad del
producto final

Se utilizaron como indica-
dores de calidad: el rendi-
miento, la viabilidad de las
conidias, la pureza microbio-
logica y la patogenicidad.

Rendimiento. El producto final
se peso para estimar el rendi-
miento obtenido de conidias/g.
El polvo de conidias cosecha-
do se guardd en tubos Falcon
de 100ml y las conidias sobre
el sustrato arroz se empaque-
taron en bolsas de polietileno,
sellando las bolsas de forma
hermética. Se tomaron mues-
tras del producto y se realiza-
ron suspensiones de conidias
a las cuales se realizo el cal-
culo de la concentracion de
conidias por gramo, mediante
conteos en camara de
Neilibauer. Todo el material
fue etiquetado con la informa-
cion de las caracteristicas del
producto y la fecha.

Viabilidad de las conidias Se
tomaron muestras de la pro-
duccion y se prepararon sus-
pensiones de conidias a las
cuales se determind la viabili-
dad, de la forma descrita an-
teriormente.

Pureza microbiologica. Se
tomaron muestras representa-
tivas de los lotes y se sembra-
ron en los medios ADS y AN
como se menciona anterior-
mente.

Patogenicidad. Los bioensayos
de patogenicidad de las coni-
dias se basaron en la guia de
pruebas en larvas de mosquitos
en campo y laboratorio utiliza-
da por la World Health Organi-
zation (2005). Se evaluaron
siete concentraciones de coni-
dias con cuatro repeticiones
cada una y su respectivo con-
trol (solucion Tween sin coni-
dias). El bioensayo se realizo
colocando 100ml de las suspen-
siones de conidias en Tween 80
al 0,001% en vasos de plastico
y luego se agregaron 25 larvas
de A. albimanus de tercer esta-
dio. Los bioensayos se realiza-
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ron a temperatura ambiente y
las larvas se alimentaron tres
veces al dia con alimento esté-
ril para conejo. Se realiz6 el
conteo de la mortalidad larva-
ria a cada 24h y con los datos
obtenidos se calcularon los por-
centajes de mortalidad causa-
dos por las diferentes concen-
traciones de conidias.

Andalisis estadistico

Los resultados obtenidos de
la cantidad de conidias (prome-
dio de conidias/g) del producto
en arroz contra el obtenido en
polvo fueron analizados por
medio de un modelo lineal ge-
neralizado (GLM) utilizando el
paquete estadistico del SAS
Institute version 9.1 para Win-
dows. Por su parte, los resulta-
dos obtenidos en los bioensayos
de patogenicidad de mortalidad
diaria (%) de larvas de 4. albi-
manus expuestas a diferentes
concentraciones de conidias de
G. virens en polvo y arroz fue-
ron sometidos a un analisis de
varianza seguido de una prueba
de Duncan como comparacion
multiple de medias usando el
mismo paquete estadistico.

Resultados y Discusion

Control de calidad durante
el proceso de produccion
artesanal

En el monitoreo periddico
de las areas de trabajo se ob-
servo una buena limpieza de
los equipos y materiales, ya
que no se presentd crecimiento
de contaminantes en ninguna
de las pruebas realizadas des-
pués de cada limpieza. De
igual manera, la cepa de G.
virens utilizada en la produc-
cioén se mantuvo libre de con-
taminantes.

La suspension stock perma-
necio6 libre de contaminantes
con viabilidad del 100% y con
una concentracion de 9,75x107
conidas/ml. De esta suspension
se tomaron alicuotas y se in-
fectaron chinches (7. longipen-
nis), de las cuales se tomaron
muestras para aislar una cepa
reactivada y de mejor calidad.

En estudios anteriores se ha
demostrado que al realizar
cultivos sucesivos en medios

de cultivo, los hongos modifi-
can sus caracteristicas morfo-
logicas y tienden a perder su
capacidad de germinacion, lo
cual repercute en su patogeni-
cidad y virulencia (Lezama,
1994); sin embargo, al hacer
pases sobre insectos hospede-
ros, el hongo puede recuperar
sus caracteristicas morfologi-
cas iniciales (Hall, 1976). En
el presente trabajo se usaron
chinches T. longipennis para
reactivar la cepa del hongo,
debido al tamafio del insecto y
a la gran cantidad de nutrien-
tes que aporta.

A partir de la cepa reactiva-
da se prepararon nuevas sus-
pensiones de conidias bajo el
control de calidad expuesto.
Todas las suspensiones estu-
vieron libres de contaminantes
con viabilidad del 100%, con
concentraciones de 1,68x107 y
1,68x10® conidias/ml, respecti-
vamente para cada uno de los
dos lotes producidos.

Garcia et al. (2006) obser-
varon que en subcultivos suce-
sivos de Beauveria bassiana
se presentd un aumento en la
produccion de micelios, una
disminucion en la esporulacion
y la actividad entomopatogena,
mientras que la viabilidad de
las conidias no fue afectada
(95% de viabilidad a las 20h
de incubacion). En el presente
trabajo las suspensiones de G.
virens mantuvieron el 100% de
viabilidad a las 10h de incuba-
cion, tanto en el cultivo stock
como el reactivado.

Se prepararon dos lotes de
cultivo liquido, en el primero
se usaron 1,35 litros de infu-
sion de papa y dextrosa y 13,8
litros en el segundo. Los culti-
vos fueron analizados a los
cuatro dias de incubacion, ob-
servando que el primer lote no
presentd ningun tipo de conta-
minante y que su viabilidad
fue del 100%. En el lote 2 se
observo que el 4,34% de los
cultivos liquidos presentaron
una coloracion café diferente
al resto, por lo que se elimind
este material, aun cuando en
la observacion directa al mi-
Croscopio no se encontrd con-
taminacion. El resto del lote
tuvo una viabilidad del 100%.

En este trabajo se optd por
la realizacion de cultivos bifa-
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sicos, debido a que el hongo
que se desarrolla en el cultivo
liquido aprovecha la mayor
cantidad de nutrientes que le
aporta el medio para crecer.
Ademas, al pasar al sustrato
solido se logra obtener estruc-
turas infectivas de alta cali-
dad y se acorta el tiempo de
producciéon de conidias (El6-
segui, 2006).

Antes de inocular el hongo
en las bolsas y botellas se ve-
rifico la calidad de la etapa de
esterilizacion, tomando una
muestra del 5-10% del total de
cada lote, observandose que el
100% de las muestras no pre-
sentaron crecimiento de tipo
alguno de contaminantes.

Se inocularon 35 bolsas y
14 botellas con arroz en el
primer lote y en el segundo se
inocularon 261 bolsas. Las
muestras que se tomaron como
testigos no presentaron creci-
miento de contaminantes.

Durante el periodo de in-
cubacion las bolsas y botellas
se revisaron diariamente a
partir del tercer dia de inocu-
lacion. Se descarto el 3,14%
de las bolsas con arroz ya
que en ellas se detectd un
exceso de humedad (90%
humedad relativa).

En la transferencia a los
contenedores refractarios, en el
segundo lote, se observo la
presencia de contaminacion
por el hongo Aspergillus fla-
vus, por lo que todas las ban-
dejas contaminadas fueron
eliminadas para asegurar la
calidad del producto final.

Segun Mazariegos (2003),
uno de los aspectos mas criti-
cos de controlar en la produc-
cion de bioplaguicidas es el
aire que entra en las areas de
produccion, por lo cual se
debe utilizar un sistema de
aire acondicionado que filtre el
aire en varias etapas. En este
trabajo, la produccion artesanal
fue realizada a escala de labo-
ratorio y no se tuvo un control
del flujo de aire que entra y
sale de la incubadora, por lo
que probablemente la contami-
nacion en esta etapa del proce-
so de produccion se deba a
este aspecto.

Después del secado, en el
segundo lote, se elimind una
bandeja por detectarse la pre-
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sencia de contaminacion por 4.

SAavus. Este hongo es oportunis-

ta (Carrillo, 2003) y es uno de
los principales contaminantes de
laboratorio  (Szwajkowska-
Michatek et al., 2010), siendo la
deteccion durante el monitoreo
de control de calidad efectiva
para asegurar la pureza del pro-
ducto final.

Control de calidad del
producto final

En el primer lote se obtuvo
733,7g de conidias en polvo
libre de contaminantes con
una concentracion  de
2,69x10% conidias/g. En el
segundo lote se aumento la
produccion en un 200% y se
obtuvieron 13620,5g del sus-
trato arroz seco colonizado
con conidias, obteniéndose
3,85x10® conidias/g, con una
viabilidad de 100%. Se encon-
traron diferencias estadistica-
mente significativas (F= 22,62;
gl=1; P=0,0001) entre el prome-
dio de conidias/g obtenido en
el arroz contra el obtenido en
polvo (Tabla I).

Soto et al. (2005) obtuvieron
concentraciones de G. virens
de 10% conidias/ml en cuatro
muestras realizadas a diferen-
tes tiempos de incubacién y
viabilidades >90%. La diferen-
cia entre este trabajo y el de
Soto et al., (2005) es que en
este trabajo G. virens tuvo un
100% de viabilidad a las 24h,
mientras que ellos obtuvieron
arriba del 90% a los 15, 35, 50
y 90 dias de incubacién y se
percataron que la viabilidad
disminuia al transcurrir el
tiempo de incubacion.

En los bioensayos de patoge-
nicidad, G. virens causo6 el
100% de mortalidad sobre lar-
vas de A. albimanus a las 120h
con concentraciones de
1,83x107 conidias/ml en el pro-
ducto en polvo (Tabla IT) y con
3,66x107 conidias/ml en el pro-
ducto en arroz (Tabla III). En
los bioensayos usando diferen-
tes concentraciones de conidias
de G. virens en polvo, se ob-
servaron diferencias estadistica-
mente significativas entre los
porcentajes de mortalidad
(P=0,01) de cinco de las siete
concentraciones probadas con-
tra el control, siendo la concen-

TABLA I
CONTROL DE CALIDAD DEL PRODUCTO FINAL
DE G. virens

Lote 1 Lote 2
Control de calidad

Polvo Arroz
Conidias (g) 733,7 13620,5
Concentracion (conidias/g) 2,69%x10% a 3,85x10% b
Viabilidad (%) 100 100
Pureza microbiologica S/C S/C

Letras iguales indican ausencia de diferencias estadisticamente significativas
(F= 22,62; gl=1; P=0,0001). S/C: sin contaminantes.

TABLA 1I
MORTALIDAD DIARIA (%) DE LARVAS DE A. albimanus
EXPUESTAS A DIFERENTES CONCENTRACIONES
DE G. virens (CONIDIAS EN POLVO)

Concentracion N

Mortalidad de larvas (%)

(conidias/ml) 24h  48h 72h 96h  120h
1,83x107 100 29 83 93 98 100 a
1,043x107 100 1 18 82 97 98 ab
2,56x10° 100 2 2 10 83 96 abc
1,45x106 100 0 0 18 72 95 bed
3,58x10° 100 0 0 1 68 79 cd
5,01x10* 100 0 0 0 21 30d
7,00x10? 100 0 0 0 16 29d
Control 100 0 0 0 0 0d

Letras iguales indican ausencia de diferencias estadisticamente significativas

(F= 3,25; gl=7; P=0,01).

tracion de 1,83x107 la que ma-
yor mortalidad causo (ver Tabla
IT). Iguales resultados fueron
observados en las mortalidades
producidas por las conidias en
arroz, donde la mayor mortali-
dad se encontré en la concen-
tracion de 3,66x107 (Tabla III).

Los resultados de patogeni-
cidad confirmaron que la
cepa nativa de G. virens tie-
ne potencial entomopatdgeno,
tal como lo reportdé Rodri-
guez (2008), quien, al expo-
ner larvas de 4. albimanus

en soluciones de conidias de
G. virens obtuvo el 100% de
mortalidad con 4,6x107 coni-
dias/ml.

En conclusion, se realizd
un buen control de calidad en
las diferentes etapas del pro-
ceso de produccion del hongo
G. virens, lo cual permitid
detectar la presencia de conta-
minacion y realizar la elimi-
nacion a tiempo para evitar la
diseminacion del hongo conta-
minante A. flavus hacia otras
bandejas. Se obtuvieron pro-

TABLA 1II
MORTALIDAD DIARIA DE LARVAS DE 4. albimanus
EXPUESTAS A DIFERENTES CONCENTRACIONES
DE G. virens (CONIDIAS EN ARROZ)

Concentracion

Mortalidad de larvas (%)

(conidias/ml) N 24h 48h 72h 96h  120h
3,66x107 100 22 65 38 99 100 a
1,83x107 100 16 44 55 88 96 ab
9,16x106 100 15 26 41 69 88 abc
4,58x106 100 0 6 15 50 85 bed
2,28x10° 100 0 4 12 37 62cd
1,14x10° 100 0 3 8 17  26d
5,72x10° 100 0 2 6 15 24d
Control 100 0 0 0 0 0d

Letras iguales indican ausencia de diferencias estadisticamente significativas

(F= 5,37, gl=7; P=0,0004).
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ductos libres de contaminan-
tes y con viabilidad del 100%.
La patogenicidad de las coni-
dias producidas por el método
artesanal fue excelente, ya
que causé una mortalidad del
100% de las larvas de 4. albi-
manus a las 120h.
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