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RESUMEN. Se selecciono el aislamiento Bv025 de Beauveria bassiana por presentar en un trabajo previo un porcentaje
de control del 100% sobre adultos de gusano blanco de la papa Premnotrypes vorax bajo en condiciones de laboratorio.
Dado que posteriormente este aislamiento presentd cambios en sus caracteristicas microbiologicas y de actividad
entomopatogénica, los cuales podrian atribuirse al efecto de la composicion de medios de cultivo, condiciones de
crecimiento, sistema de conservacion y subcultivos sucesivos en medio semisintético, el objetivo del presente trabajo
fue determinar el efecto de subcultivos sucesivos del aislamiento en medio agar papa sacarosa sobre las caracteristicas
macroscopicas, germinacion, velocidad de crecimiento y actividad entomopatogénica del microorganismo. Los
resultados mostraron un efecto de los subcultivos sucesivos sobre las caracteristicas macroscopicas de las colonias
y sobre la actividad entomopatogénica, pero no sobre la viabilidad del hongo. Esto se evidencio por un aumento del
crecimiento vegetativo, asi como por una disminucion en la esporulacion y en la actividad entomopatogénica a mayor
numero de subcultivos, mientras que la viabilidad de las conidias no fue afectada. Las conidias provenientes del tercer
subcultivo presentaron la mayor actividad entomopatogénica, con un porcentaje de mortalidad del 96%, sugiriendo
que dicho subcultivo es el adecuado para realizar las producciones masivas de conidias, con miras al desarrollo de un
bioplaguicida seguro, eficaz y confiable.
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ABSTRACT. Effects of successive Beauveria bassiana cultures on its carachteristics and activity against
Premnotrypes vorax. The Beauveria bassiana isolate Bv025 was selected due to its high biocontrolling activity against
the Andean weevil Premnotrypes vorax in previous research. However, this strain presented variability in its physiological
and entomophatogenic characteristics in different evaluations; the changes are commonly attributed to the effect of
culture media composition, growth conditions, conservation systems and successive subcultures on semisynthetic
media. We studied the effect of successive subcultures of this fungus on potato sucrose agar on conidia production,
germination, and growth rate and biocontrolling activity. The greatest growth rate (5.88 mm day") was obtained with
the third subculture. Abundant vegetative growth with less sporulation was obtained when the fungus was subcultivated
more than four times, while conidia viability was not affected, remaining at over 95% in all treatmentes.

Keywords: microbiological characteristics, successive subcultures, sporulation, viability.

Introduccion

Entre los problemas fitosanitarios que afectan el
cultivo de la papa se encuentra el gusano blanco de la
papa, Premnotrypes vorax (Hustache) (Coleoptera:
Curculionidae), considerado una de las plagas mas
importantes, no so6lo por su amplia distribucion, sino por
su persistencia y por la dificultad de ejercer un control
eficiente y econdmico (Herrera et al. 2000).

Entre los métodos empleados para el control de esta
plaga, el uso de hongos entomopatdégenos ha mostrado
un alto potencial, destacandose los géneros Beauveria y
Metarhizium (Torres 1998). Con microorganismos de
este tipo es posible el desarrollo de bioplaguicidas, para
lo cual es necesario tener en cuenta sus caracteristicas
microbioldgicas, sus requerimientos nutricionales y
su susceptibilidad a condiciones ambientales, factores
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que pueden afectar su actividad entomopatogénica
(Samsinakova y Kalalova 1981).

Diferentes estudios han demostrado el efecto del medio
de cultivo sobre algunas caracteristicas microbioldgicas de los
hongos entomopatogenos. Se ha encontrado que existe una
tendencia de los microorganismos a perder su capacidad de
germinacion, de crecimiento, de formacion de apresorios, de
produccion de enzimas y de infectar insectos. Ademas, se ha
demostrado que los subcultivos sucesivos sobre los medios de
cultivo, sus constituyentes, el pH, la temperatura, la humedad
relativa y el pase del patdgeno sobre insectos no especificos,
causan una pérdida gradual de sus caracteristicas, repercutiendo
en su patogenicidad y virulencia (Lezama 1994).

En trabajos realizados en el Laboratorio de Control
Biologico de Corpoica, Colombia, se selecciond el
aislamiento de B. bassiana Bv025 por presentar un
porcentaje de control del 100% sobre adultos de gusano
blanco de la papa, luego de 24 dias de haber sido
inoculado sobre el insecto bajo condiciones de laboratorio
(Torres y Cotes 1999). Posteriormente se desarrollaron
preformulados granulados a partir de esta cepa. Todos ellos
causaron mortalidades acumuladas superiores al 89% en
condiciones de casa de malla, después de 20 dias de haber
sido aplicado el tratamiento en el suelo (Valencia 2000).

Otros trabajos desarrollados en el Laboratorio de
Control Biologico con dicha cepa han producido resultados
variables e inconsistentes en cuanto a los porcentajes de
mortalidad del insecto; ademas, se han observado cambios
en la morfologia del microorganismo y en su capacidad de
esporular y germinar. Por esta razon surgi6 la necesidad de
determinar las posibles causas que han dado origen a un
descenso en la actividad biocontroladora de B. bassiana
Bv025 sobre el gusano blanco de la papa.

Materiales y métodos

Microorganismo y medios de cultivo

Se empleo el aislamiento de B. bassiana codificado como
Bv025, el cual fue originalmente aislado de un adulto
de gusano blanco de la papa P. vorax proveniente del
Municipio de Motavita (Boyaca, Colombia). Esta cepa
ha sido conservada en el Banco de Germoplasma de
Microorganismos con Potencial en Control Bioldgico de
Corpoica, refrigerada a 5 °C en viales con medio agar papa
sacarosa recubiertos con aceite mineral.

Recuperacion y reactivacion de la cepa

Para la recuperacion de la cepa se emplearon cajas de Petri
con medio PSA, en las cuales se sembro6 el hongo a partir
de material proveniente del banco de germoplasma y se
incub6 durante 10 dias a 25 °C.

La reactivacion de la cepa de B. bassiana Bv025 se
realizd sobre un grupo de insectos adultos de P. vorax
recolectados en el campo, los cuales se desinfectaron e
inocularon con el microorganismo siguiendo lametodologia
citada por Torres (1998).

Subcultivos sucesivos en medio semisintético

Luego de larecuperacion y reactivacion del microorganismo,
se realizd un cultivo en caja de Petri que contenia medio
agar papa sacarosa (PSA) y, a partir de este, se realizaron
subcultivos sucesivos en este mismo medio cada ocho
dias hasta llegar al subcultivo ntimero 13. El hongo creci6
durante 8 dias a 24 °C con luz constante. Cada semana se
realiz6 un subcultivo a partir del insecto y a partir de éste se
genero6 una nueva serie de subcultivos sucesivos, de manera
tal que la serie de subcultivos generada cada semana fue
codificada con letras hasta llegar a la letra M en la semana

Cuadro 1. Cronograma desarrollado para la elaboracién de los subcultivos de Beauveria bassiana Bv025 sobre medio semisintético

Semana Subcultivo
1 Subcultivo en caja a partir del material del banco de germoplasma
2 Reactivacion en insecto
3 1A
4 2A 1B
5 3A 2B 1C
6 4A 3B 2C 1D
7 5A 4B 3C 2D 1E
8 6A 5B 4C 3D 2E 1F
9 7A 6B 5C 4D 3E 2F 1G
10 8A 7B 6C 5D 4E 3F 2G 1H
1 9A 8B 7C 6D 5E 4F 3G 2H 1l
12 10A 9B 8C 7D 6E 5F 4G 3H 21 1J
13 11A 10B 9C 8D 7E 6F 5G 4H 3l 2J 1K
14 12A 11B 10C 9D 8E 7F 6G 5H 41 3J 2K 1L
15 13A 12B 11C 10D 9E 8F 7G 6H 5l 4J 3K 2L M
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15. Siguiendo esta metodologia se contd6 en la misma
semana con los subcultivos 2, 3, 4, 7, 10 y 13 sobre medio
semisintético, todos con ocho dias de edad (Cuadro 1).

Porcentaje de germinacion

Se evalu¢ el porcentaje de germinacion de las conidias de
los subcultivos numero 2, 3, 4, 7, 10 y 13. Para ello, se
tomoé una muestra de 0,05 g de conidias del hongo y se
colocé en tubos con 9 mL de Tween® 80 al 0,1%. Luego
de homogeneizar las muestras se sembraron 0,1 mL en tres
cajas de Petri con agar extracto de malta, consistiendo cada
una en una unidad experimental. Las cajas se incubaron a 25
°C durante 20 horas. Se contaron las conidias germinadas
y sin germinar en 10 campos Opticos por cada unidad
experimental (caja de Petri), mediante observacion al
microscopio. Con estos resultados se calculd el porcentaje
de germinacion utilizando la férmula germinacion (%)
= conidias germinadas x 100/conidias no germinadas +
conidias germinadas.

El disefio experimental fue completamente al azar, con
tres repeticiones por tratamiento, y los resultados fueron
analizados con el programa Statistic mediante un analisis
de varianza ANAVA (P = 0,05).

Tasa de crecimiento diametral y caracteristicas
morfologicas

Apartir de los pases 1, 2, 3, 6,9 y 12 se realiz6 el subcultivo
siguiente sobre medio semisintético. Para tal fin, se cortaron
con un sacabocados de 0,5 cm de didmetro fragmentos de
medio colonizado por el hongo de ocho dias de edad, los
cuales se ubicaron individualmente en el centro de tres
cajas de Petri con medio agar papa sacarosa. El crecimiento
diametral delacolonia fuemedidoalos 5,8y 10 dias después
de haberse realizado la inoculacién. Conjuntamente con la
evaluacion del crecimiento diametral, se observaron las
caracteristicas morfologicas macroscopicas de las colonias
formadas. El disefio experimental fue completamente al
azar con tres repeticiones por tratamiento y los resultados
fueron analizados con el programa Statistic mediante un
analisis de varianza ANAVA (P = 0,05) y una prueba de
comparacion de medias de Kruskal-Wallis (P = 0,05).

Evaluacién de la virulencia de diferentes subcultivos
del aislamiento Bv025 de B. bassiana sobre P. vorax

Los adultos de P. vorax previamente desinfectados se
sumergieron durante un minuto y medio en una suspension
de conidias correspondiente a cada uno de los tratamientos
por evaluar ajustada a una concentraciéon de 1 x 103
conidias mL"!, utilizando las conidias provenientes de los
subcultivos numero 2, 3, 4, 7, 10 y 13 crecidos en medio
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semisintético. Cada tratamiento contd con tres unidades
experimentales, cada una de ellas de diez adultos inoculados
y ubicados conjuntamente en una caja de Petri estéril con
una servilleta huimeda y foliolos de Solanum tuberosum
para su alimentacion. Las hojas y las servilletas fueron
renovadas cada vez que se evaluo el ensayo, es decir, en
los dias 2,5, 8,9, 10, 11, 12 y 15. Las cajas se mantuvieron
en condiciones de laboratorio, a una temperatura ambiente
promedio de 18 °C. Los insectos que murieron se ubicaron
en camaras humedas para corroborar que su muerte hubiese
sido ocasionada por el hongo en estudio. Se determiné
el porcentaje de eficacia de cada uno de los tratamientos
mediante la féormula de Schneider—Orelli (Zar 1999). El
disefio experimental fue completamente al azar, con tres
repeticiones por tratamiento, y los resultados se analizaron
con el Programa Statistic mediante un analisis de varianza
ANAVA y a una prueba de comparacion de medias de
Tukey (P = 0,05).

Resultados y discusion

Germinacion de conidias

Las conidias de todos los tratamientos superaron el 95%
de germinacion a las 20 horas de incubacidn, resultados
que indicaron que las conidias provenientes de todos los
subcultivos presentaron una alta capacidad de germinacion,
la cual no se vio influenciada por los subcultivos sucesivos
en medio semisintético. Este valor de germinacién es
adecuado considerando que se ha establecido como un
parametro de calidad de bioplaguicidas una germinacion
superior al 90% a las 24 horas de incubacion (Velez et al.
1997).

El analisis de varianza (P > 0,05) no detectd diferencias
significativas entre los porcentajes de germinacion de las
conidias de los diferentes tratamientos, lo que significa que el
comportamiento de los porcentajes de germinacion obtenidos
en el presente estudio podria deberse a que las conidias de
Bv025 provenientes de todos los subcultivos evaluados tenian
la misma edad cuando se evalu6 este parametro, considerando
que la edad de las células ha demostrado ser un factor
determinante en la capacidad de desarrollo de las mismas,
como informan Dillon y Charnley (1990). Adicionalmente,
la germinacion de las conidias de todos los tratamientos se
produjo de manera sincronizada, posiblemente porque todos
las conidias eran jovenes y de la misma edad (8 dias), no
habiéndose generado estados de latencia en los propagulos
del microorganismo (Milner et 4l. 1991).

Milner et al. 1991 demostraron que la germinacion
de las conidias también se puede ver influenciada por
otros factores, como la composicion del medio de cultivo
en el cual se evalia dicho parametro, fendmeno que no se
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evidencio en el presente estudio, dado que la germinacion de
las conidias de todos los tratamientos fue evaluada en medio
agar extracto de malta, razén por la que no se presentaron
diferencias entre las germinaciones de las conidias de
todos los subcultivos. El medio semisintético empleado
para evaluar la germinacion probablemente proporcioné al
hongo todos los requerimientos nutricionales para germinar,
debido a que sus componentes principales son sacarosa y
peptona, fuentes de carbono y nitrégeno adecuadas para este
microorganismo que no tiene requerimientos complejos,
como demostraron Smith y Grula (1980).

Resultados similares a los obtenidos en el presente estudio
fueron reportados por Brownbridge et al. (2001), quienes
evaluaron el efecto de los subcultivos sucesivos uno, cinco,
diez y quince sobre la germinacion de un aislamiento de B.
bassiana, encontrando una germinacion de conidias superior
al 95% en todos los casos luego de 16 horas de incubacion,
permitiendo concluir que los subcultivos sucesivos de este
aislamiento no afectaron su germinacion.

Caracteristicas morfologicas
El crecimiento del aislamiento Bv025 de B. bassiana en
los subcultivos dos y tres fue plano, con poco crecimiento
micelial y abundante esporulaciéon de apariencia
pulverulenta y de color crema (Atlas de los colores: NOO
— CO00 — A20; Kuppers 1996) (Figura 1). El crecimiento de
estas colonias fue circular, regular y con bordes definidos.
Al avanzar en el nimero de subcultivos se observo un
cambio de estas caracteristicas: el crecimiento de las colonias
fue elevado sobre la superficie del medio, con apariencia
algodonosa y abundante crecimiento micelial de color blanco
(Atlas de los colores: NOO — C00 — A0O; Kuppers 1996). La

Subcultivo 2 Subcultivo 3 Subcultivo 4

Subcultivo 10 Subcultivo 13

Subcultivo 7

Figura 1. Caracteristicas de las colonias de los subcultivos 2,
3,4, 7,10y 13 del aislamiento de Beauveria bassiana Bv025
en medio semisintético (foto: Arias).

esporulacion en estos ultimos subcultivos fue menor a la
encontrada en los subcultivos dos y tres y las colonias nunca
presentaron apariencia pulverulenta (Figura 1).

Los resultados obtenidos indican que los
subcultivos sucesivos de este aislamiento afectaron sus
caracteristicas morfologicas cuando el hongo fue cultivado
consecutivamente en medio semisintético, fendmeno que
podria estar relacionado con el origen multiespérico de
cada subcultivo, considerando que cada espora posee
varios nucleos con informacion genética diferente (Estrada
et al. 1997), lo cual podria haber generado la variabilidad.

El efecto de los subcultivos sucesivos ha sido reportado
para hongos como Metarhizium anisopliae y Verticillium
lecanii, para los cuales se ha concluido que a medida que se
avanzaen los subcultivos sucesivos, disminuye la esporulacion
y aumenta la produccién de micelio estéril (Hall 1980). Sin
embargo, al hacer pases sobre insectos hospederos, el hongo
puede recuperar sus caracteristicas morfologicas iniciales,
como observo Hall (1976) para V. lecanii.

En contraste con los resultados obtenidos en el
presente trabajo, Brownbridge et 4l. (2001) no encontraron
diferencias en la apariencia de las colonias de un
aislamiento de B. bassiana luego de ser subcultivado
sucesivamente durante 15 veces, lo que sugiere que la
estabilidad morfolégica del microorganismo con respecto
a los subcultivos sucesivos depende de las caracteristicas
propias de cada aislamiento.

Ya que en el presente estudio el aislamiento de B.
bassiana Bv025 presentd cambios en sus caracteristicas
morfologicas iniciales a medida que se avanzd en los
cultivos sucesivos, seria recomendable evaluar el efecto de
los pases del hongo en su hospedero sobre la morfologia de
las colonias del microorganismo.

Tasa de crecimiento diametral

Los subcultivos sucesivos afectaron la tasa de crecimiento
diametral del aislamiento Bv025, obteniéndose los mayores
didmetros de colonia con los primeros subcultivos. Este
parametro disminuyé a medida que se avanzd en los
subcultivos sucesivos. En el tercer subcultivo se observaron
los mayores diametros de colonia en todos los tiempos
evaluados, los cuales correspondieron a valores de 32,7
mm, 47,3 mm y 66 mm en los dias 5, 8 y 10 de inoculacion,
respectivamente, sugiriendo que durante este subcultivo el
hongo present6 una mayor tasa de crecimiento. Al realizar un
andlisis de regresion que correlacion6 los datos de diametro
de la colonia contra los diferentes tiempos de evaluacion,
se calcul6 la velocidad de crecimiento expresada como la
pendiente de la recta obtenida. Todas las lineas presentaron
un coeficiente de correlacion superior a 0,90, resultado que
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Figura 2. Tasa de crecimiento diametral de los subcultivos 2,
3,4, 7,10y 13 del aislamiento de Beauveria bassiana Bv025
en medio semisintético.

indica que la correlacion de los datos de didmetro y tiempo
tienen una tendencia lineal y se ajustaron a la ecuacion de
una linea recta. La mayor tasa de crecimiento se obtuvo con
el pase nimero 3 con un valor de 5,88 mm dia™! (Figura 2,
Cuadro 2). Estos resultados indican que los tratamientos que
presentaron el mayor y mas rapido crecimiento corresponden
a los pases 2 y 3, permitiendo recomendarlos para realizar la
produccion masiva de B. bassiana con miras a la manufactura
eficiente de un bioplaguicida a escala industrial.

El andlisis estadistico de Kruskal-Wallis (P > 0,05) no
detect6 diferencias entre la tasa de crecimiento diametral
correspondiente a los subcultivos 2, 3, 4, 7, y 10, ni tampoco
entre las velocidades de crecimiento de los pases 2, 4, 7, 10
y 13, pero si entre la del pase 3 y 13 (Cuadro 2). A pesar de
no encontrarse diferencias significativas entre la mayorfa de
los tratamientos, se observo una tendencia numérica hacia
la disminucion de la tasa de crecimiento a medida que se
avanzo con el nimero de subcultivos sucesivos, fenémeno
que podria atribuirse al silenciamiento de genes que codifican
para protefnas como nanoproteinas, quitina y glucano
sintetasas implicadas en el proceso de crecimiento hifal como
consecuencia de las transferencias seriadas (Fall 2003). Este
efecto fue determinado para Blastomyces dermatitidis después
de haber sido subcultivado en un rango de 8 a 49 afios (Ferreti y
Morales 2001). Las mutaciones generadas como consecuencia
de los subcultivos también han sido reportadas para hongos
como Neurospora crassa, ubicdndose principalmente en el
ADN mitrocondrial (Sandrock et dl. 1998) y originando una
pérdida de genes como NhKINI, que codifica para la proteina
Kinesina, implicada en la elongacion apical de las hifas. En
este estudio los autores observaron que con la pérdida de este
gen la tasa de crecimiento disminuy6 en un 50%, concluyendo
que esta proteina es fundamental para el desarrollo fisiolégico
de N. crassa.
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El origen multiespdrico del aislamiento Bv025 pudo
haber dado lugar a un cultivo heterogéneo, en el que
pueden ocurrir variaciones celulares que implican cambios
en las propiedades fisicas, fisiolégicas y bioquimicas de
los microorganismos segtin reportaron Estrada et dl. 1997.
Este tipo de variaciones pudieron haber ocurrido a través
de los subcultivos sucesivos, generando variaciones en las
caracteristicas de crecimiento del microorganismo.

Evaluacion de la virulencia de diferentes subcultivos
del aislamiento de Bv025 sobre P. vorax

Los subcultivos sucesivos del microorganismo afectaron su
patogenicidad a medida que se avanz? en ellos. A pesar de no
encontrarse diferencias significativas entre los pases 2, 3, 4,
7y 10, ni entre los pases 2, 4, 7, 10 y 13 segtin los resultados
de la prueba de comparacién de medias de Tukey (P > 0,05),
se observo una tendencia numérica a un mayor porcentaje de
eficacia con las conidias de los primeros pases, el cual fue
disminuyendo a medida que se avanzaba en las transferencias
seriadas (Fig. 3). Se observé que los mayores porcentajes de
eficacia se obtuvieron con las conidias del pase nimero 3, con
un 96,4%, seguido por los obtenidos con el subcultivo 2, con un
92,8%. A partir de estos tratamientos el porcentaje de eficacia
del microorganismo disminuy6 a medida que se avanzé en el
nimero de transferencias, obteniéndose el menor porcentaje
de control con las conidias provenientes del subcultivo 13, con
un valor del 57,1%

El mayor porcentaje de eficacia fue obtenido con las
conidias del subcultivo 3, los cuales no presentaron diferencias
estadisticas con el porcentaje de eficacia de las conidias
provenientes de los pases 2, 4,7 y 10, pero si con los resultados
obtenidos con las conidias del subcultivo 13, tratamiento con
el cual se alcanzaron los menores porcentajes de eficacia para
el control del gusano blanco de la papa.

La variaciéon observada en los porcentajes de
mortalidad a través de los subcultivos pudo deberse a que

Cuadro 2. Velocidad de crecimiento de los subcultivos 2, 3,
4,7,10y 13 del aislamiento de B. bassiana Bv025 en medio
semisintético (PSA)

Velocidad de crecimiento

Tratamiento mm.dia™!
Subcultivo 3 5,88 a

Subcultivo 2 5,43 ab
Subcultivo 10 4,42 ab
Subcultivo 4 3,77 ab
Subcultivo 7 3,05 ab
Subcultivo 13 2,60 b

Nota: los resultados seguidos por la misma letra no presentaron
diferencias significativas segun la prueba de prueba de comparacién
de medias de Kruskal-Wallis (P = 0,05).
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Figura 3. Virulencia de Beauveria bassiana Bv025 provenientes
delos subcultivos 2, 3, 4,7, 10y 13 en medio semisintético sobre
adultos de Premnotrypes vorax. Los resultados acompafados
de la misma letra no presentaron diferencias estadisticas segun
la comparacion de medias de Tukey (P > 0,05).
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se trabajé con cultivos multiespdricos, es decir provenientes
del cultivo de varias esporas, cada una con un contenido
genético diferente, debido al fenémeno de heterocariosis
(varios ntcleos) que presenta este microorganismo (Estrada
et 4l. 1997). Giraldo et dl. (2001) demostraron que se
obtenfan niveles mds altos y constantes de patogenicidad
al realizar cultivos monoesporicos de M. anisopliae sobre
la broca del café Hypothenemus hampei en comparacion
con los multiespdricos.

La virulencia de los hongos entomopatégenos estd
determinada por diferentes factores que dependen del
material genético, como la produccién de enzimas y
toxinas (Estrada et 4l. 1997). Por tal razén, una posible
causa de la disminucidn de la patogenicidad del aislamiento
Bv025 a medida que se avanzd en los subcultivos sucesivos
podria ser el silenciamiento de genes determinantes en
el desarrollo de las diferentes etapas del mecanismo de
infeccidén, como aquellos que codifican para enzimas como
la N-acetil glucosaminidasa y quimolastasa proteasa PR1
(Clarkson y Charnley 1996). Este efecto fue reportado por
Bosa (2001), quien encontré una pérdida de la actividad
biocontroladora de Serratia marscecens contra la polilla
guatemalteca de la papa Tecia solanivora, a medida que
se avanzaba en los subcultivos sucesivos. Dicha pérdida
estuvo correlacionada con la disminucién en la actividad
de las enzimas mencionadas anteriormente.

Al igual que en este trabajo, algunos autores
han reportado una pérdida de la patogenicidad de los
microorganismos debido al efecto de los subcultivos
sucesivos. Morrow et dl. (1989) observaron que la virulencia
de N. rileyi sobre larvas de primer instar de Anticarsia
gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) se mantuvo alta
hasta el quinto subcultivo, llegando a una pérdida total de
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la patogenicidad en el pase nimero 16. Esta atenuacién en
la virulencia fue asociada con una pérdida de la capacidad
de formar cuerpos hifales, tal vez inducida por subcultivos
sucesivos del hongo. Este efecto también ha sido observado
en B. bassiana luego de ser cultivado siete veces en sustrato
de arroz, observandose una reduccién del 93 al 37% en la
virulencia del microorganismo sobre H. hampei, razén por
la cual los autores recomiendan realizar cultivos del hongo
sobre adultos de broca de café (Cenicafé 1993).

Ignoffo et 4l. (1982) reportaron resultados similares a
los obtenidos en el presente estudio, ya que tras evaluar el
efecto de los subcultivos sucesivos sobre las caracteristicas
de un aislamiento de N. rileyi, determinaron que su
actividad biocontroladora de larvas de Trichoplusia ni
(Lepidoptera: Noctuidae), se mantuvo estable hasta el
subcultivo 12 tanto en medio de cultivo semisintético como
en insectos hospederos, presentando una disminucién de
la actividad a partir de este subcultivo y obteniéndose el
menor porcentaje de mortalidad en el pase 15.

En otro trabajo realizado por Hall (1980), se
observaron cambios fisioldgicos y morfoldgicos pero no
atenuacion de la virulencia de V. lecanii sobre el dfido
Macrosiphoniella sanborni (Homoptera: Aphididae)
luego de 98 subcultivos sucesivos del hongo en
diferentes medios. La patogenicidad del microorganismo
permanecio estable luego de sus subcultivos sobre medio
semisintético y sobre dfidos, a pesar de lo reportado por
otros autores, quienes han observado un aumento en la
virulencia de los microorganismos entomopatdgenos
luego de su crecimiento sobre sus insectos hospederos.
Brownbridge et 4l. (2001) tampoco encontraron un
efecto de los subcultivos sucesivos en la virulencia de
B. bassiana luego de ser evaluados los pases 1, 5, 10
y 15 sobre ninfas de Bemisia argentifolii (Homoptera:
Aleyrodidae), fenémeno que fue atribuido a que los
factores genéticos que controlan la patogenicidad en el
hongo son bastante estables para la cepa evaluada.

Como se puede observar, no es posible generalizar una
conclusion referente al efecto de los subcultivos sucesivos
en la virulencia y las caracteristicas morfolégicas y
fisiolégicas de estos microorganismos, ya que dicho efecto
depende de las caracteristicas genéticas propias de cada
aislamiento, como reportaron Ignoffo et dl. (1982) y Daust y
Roberts (1983), quienes afirman que la actividad insecticida
de algunos aislamientos depende principalmente de las
caracterfsticas genéticas de cada cepa, el origen geogréfico,
el hospedero de origen, su capacidad de esporulacidn,
su actividad enzimdtica y la viabilidad de las conidias.
Brownbridge et dl. (2001) atribuyen el efecto diferencial
de los subcultivos sucesivos en los microorganismos a una



Manejo Integrado de Plagas y Agroecologia (Costa Rica) No. 77, 2006

variacidn inter e intraespecifica de la estabilidad genética
de caracteristicas como la patogenicidad, a diferencias en
las metodologfas usadas, a atenuaciones ocurridas al azar
(mutaciones) o al efecto de las condiciones de cultivo.

Los resultados obtenidos en este estudio permiten
concluir que los subcultivos sucesivos de este aislamiento
afectaron sus caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas y su
patogenicicidad. Los mejores resultados se obtuvieron con
las conidias provenientes de los subcultivos dos y tres, en
los cuales se observd la mayor velocidad de crecimiento
y actividad biocontroladora del gusano blanco de la papa,
permitiendo sugerir el uso de estos subcultivos en procesos
de produccion masiva del aislamiento Bv025 con miras a
la manufactura eficiente y rentable de bioplaguicidas de
alta calidad.
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