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Resumen 
 
El control microbiano se considera como método básico en las estrategias del 

Manejo Integrado de Plagas para el control de las plagas agrícolas. Los hongos 

entomopatógenos (HE) como Beauveria bassiana invaden al insecto de manera 

directa a través del tegumento, eliminando la necesidad de que los conidios deban 

ser ingeridos. Los criterios para seleccionar un microorganismo entomopatógeno y 

desarrollarlo para el control microbiano son muy complejos, pero en general se 

deben tomar en cuenta las características del insecto, del ecosistema, y del 

microorganismo entomopatógeno. A causa de la gran diferencia en la especificidad  y 

virulencia hacia el hospedero entre aislados, la identificación de características  que 

puedan tener una función importante  en el ataque del insecto resulta valioso para 

entender la virulencia en la selección y desarrollo de HE como agentes biocontrol. 

El objetivo de este estudio fue evaluar algunas variables de crecimiento como 

viabilidad (V), velocidad de crecimiento radial (Vr) y densidad superficial de conidios 

en caja Petri (ρ) y determinar su correlación con el grado de virulencia (TL50 y 

porcentaje de mortalidad máxima [M]) para cada aislado evaluado. Además, se 

evaluó la hidrofobicidad de los conidios (Hf) empleados en el bioensayo para 

determinar si esta característica está relacionada con el grado de virulencia de los 

aislados. La producción de conidios por larvas muertas (Φ) se midió al final del 

bioensayo. 

Se demostró que la V de los conidios, variable de crecimiento que se midió 

previo al bioensayo, fue el de mayor correlación positiva (r = 0.588) con la virulencia, 

las demás variables de crecimiento Φ (0.425),  ρ (r = 0.236) y  Vr (r = 0.221) 
mostraron una menor correlación.  En cuanto a la Hf no se encontró una correlación 

positiva con la mayor virulencia, para ambos parámetros M (r = -0.355) y TL50 (-

0.492). La afirmación previa fue corroborada mediante un Análisis de Componentes 

Principales y coeficientes de regresión simple que se utilizó para indagar  

correlaciones entre variables de estudio. 
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1. Introducción 
 

El control biológico de plagas de insectos es considerado como parte importante del 

manejo integrado de plagas (MIP), el cual  es una estrategia ecológicamente más 

adecuada que el control químico convencional (Whipps y Lumsden, 2001). El MIP es 

una combinación armoniosa de las medidas disponibles de control de plagas, que 

minimiza el uso de insecticidas químicos, integra el uso de plantas resistentes, 

control cultural, control biológico y deja el uso de los plaguicidas como ultima 

alternativa (Matson, 1997; Bravo-Mojica, 2004). 

  El control microbiano se considera como método básico en las estrategias  del 

MIP para el combate de las plagas agrícolas. Para ello se utilizan microorganismos 

entomopatógenos tales como virus, hongos, bacterias, nemátodos y protozoarios 

(Padilla  y col.,  2005; Candas y Bulla, 2003). Los hongos entomopatógenos (HE) 

presentan ventajas que los hacen únicos entre los microorganismos 

entomopatógenos que atacan insectos ya que, en lugar de basar su patogenicidad  

sólo en toxinas, como sucede con la bacteria Bacillus thuringiensis, invaden al 

insecto de manera directa a través del tegumento, eliminando la necesidad de que 

los conidios (unidades infectivas) tengan que ser ingeridos (Jeffs y col., 1999, 

Kershaw y Talbot, 1998; Ortiz-Meza y col., 2005). Esta facultad propia de los HE 

hace difícil la aparición  de organismos hospederos resistentes (Samson y col., 1988; 

Alves, 1998).  

Se ha estimado que más de 90 géneros y 750 especies de hongos, incluyendo 

subespecies, patotipos, cepas y aislados de hongos, pueden infectar a los insectos 

(Samson y col., 1988; Khachatourians, 1996). Sin embargo, solamente unos pocos 

han sido estudiados en forma intensiva (Butt y Goettel, 2000; Strasser y col., 2000b; 

Tamez Guerra y col., 2001). Las enfermedades causadas por hongos (micosis) en 

insectos son muy comunes y ampliamente distribuidas, y generalmente ocasionan 

una reducción alta en poblaciones de insectos en forma de epizootias notables.  

Considerando el grado de virulencia, Fargues y Remaudiere (1977) clasifican 

a los HE en cuatro grupos: accidentales, ocasionales, facultativos y patógenos 
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obligados. Se describe a los facultativos y patógenos obligados considerando los 

requerimientos nutricionales del patógeno, velocidad de crecimiento, y otras 

interacciones con el hospedero. Dentro del grupo de patógenos facultativos se 

encuentran los géneros Beauveria, Metarhizium, Lecanicillium, entre otros. Las 

características de este grupo de entomopatógenos son: una virulencia débil, son 

patógenos oportunistas, producen un solo tipo de conidias, la producción masiva in 

vitro es sencilla, tienen un rango amplio de hospederos y presentan una fuerte 

relación entre dosis-mortalidad. Usualmente producen toxinas que juegan un papel 

importante en la muerte del hospedero, colonizan el hemocele (sangre del insecto) 

en forma de blastosporas o hifas filamentosas; los insectos enfermos a menudo son 

encontrados en el suelo y  los conidios se dispersan en forma pasiva y con poca 

persistencia en campo (Butt y Goettel, 2000).  

En el caso de patógenos obligados, como ejemplo, se tienen a los 

Zygomycota: Entomophthorales, este grupo tiene virulencia alta (requieren de pocos 

conidios para causar una infección rápida). Estos HE producen más de un tipo de 

unidades infectivas, los cuales son descargados con fuerza de los conidióforos, estos 

conidios están cubiertos de mucílago, y existe poca evidencia sobre la participación 

de toxinas en la muerte del hospedero. Estos HE colonizan el hemocele  en forma de 

protoplastos o cuerpos hifales sin pared celular, su producción masiva  es escasa y 

compleja (sólo in vivo; hospedero), tienen rango de hospedero estrecho (alta 

especificidad), los insectos infectados y enfermos se localizan usualmente sobre las 

partes aéreas de las plantas, y la virulencia está influenciada por factores 

ambientales, además, tienen gran potencial para ocasionar epizootias (Butt y Goettel, 

2000). 

 Los hongos causantes de enfermedades en insectos se encuentran 

virtualmente en todos los grupos taxonómicos excepto la división Basidiomycota. La 

mayoría de los HE con potencial para el control de insectos están en la división 

Zygomycota y Ascomycota (Tabla 1). Los hongos ascomicetos  inicialmente fueron 

divididos en dos grupos, los Ascomycota  y los Deuteromycota,  estos últimos se 
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conocen como Hongos Imperfectos, especies de la cual no se conoce su estado 

sexual. 

  
Tabla 1. Clasificación actual de los géneros de hongos entomopatógenos 

División Clase Orden Familia Género 
Zygomycota Zygomycetes Entomophthorales Entomophthoraceae Entomophaga 
    Entomopthora 
    Erinia 
    Eryniopsis 
    Furia 
    Massospora 
    Strongwelsea 
    Pandora 
    Tarichium 
    Soophthora 
   Neozygitaceae Neozygites 
Ascomycota Sordariomycetes Hipocreales Clavicipitaceae Beauveria 
    Cordyceps 
    Cordycepioideus
    Lecanicillium 
    Metarhizium 
    Nomuraea 

Fuente: Roy y col. (2006), The National Center for Biotechnology  Information (NCBI)  (2007). 
 
 

Algunos estudios de cultivo y biología molecular han demostrado que estos 

Hongos Imperfectos, (formalmente clase Hyphomycetes en los Deuteromycota) son 

anamórficos (forma asexual) de los Ascomycota dentro del orden Hypocreales, 

familia Clavicipitaceae (Fukatzu y col., 1997; Hodge, 2003; Krasnoff y col., 1995; 

Shimazu y col., 1988). Además, dentro de la división Zycomycota, muchas especies 

de entomopatógenos están en el orden Entomophthorales (Roy y col., 2006). 
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1.1 Mecanismos de infección y factores de virulencia 

 

El ciclo de los hongos entomopatógenos se divide en dos fases importantes; la fase 

infectiva, que abarca desde la invasión hasta la muerte del hospedero, y la fase 

reproductiva en la cual los HE salen directamente a través del exoesqueleto. La 

infección puede ocurrir entre las partes bucales, membranas inter-segmentales o a 

través  de los espiráculos (Figura 1), sitios donde existe humedad alta que promueve 

la germinación de las esporas y permite la fácil penetración de las hifas (Alatorre 

Rosas, 2004).  

 

 
Figura 1. Sitios potenciales para el ingreso de un patógeno en insectos (Boucias y Pendland, 

1998) 
 
 

La unión de las conidias a la cutícula de los insectos es el evento inicial en el 

establecimiento de la micosis. Cuando se produce el contacto, las conidias se unen 

fuertemente  a la epicutícula mediante interacciones hidrofóbicas no específicas que 

juegan un papel fundamental en la adhesión (Wösten, 2001). Además, la 

hidrofobicidad de las conidias es importante debido a que le confiere resistencia 

contra la deshidratación y facilita su dispersión en el aire (Boucias y col., 1988). La 

superficie exterior  de la pared de las conidias y la epicutícula contienen los 

elementos determinantes para la unión (Figura 2).  
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Figura 2. Estructura y  composición de la cutícula de insectos y forma de penetración de 

hongos entomopatógenos ( Modificado de Hajek y St Leger, 1994). 
 

 

En B. bassiana y M. anisopliae, la hidrofobicidad de las conidias es atribuida, 

en parte, a la presencia de proteínas  tipo hidrofobinas (péptidos menores a 10 kDa) 

en su superficie (Boucias y Pendland, 1998; Jeffs y col., 1999). Las hidrofobinas 

propician las interacciones por ser proteínas poliméricas con naturaleza anfipática 

arreglada en forma de microfibrillas; estas proteínas se distinguen por los ocho 

residuos de  cisteina y por sus puentes disulfuro, en el caso de M. anisopliae, se 

denomina SSGA (Kershaw y Talbot, 1998). También se ha sugerido que iones 

divalentes como el Ca+2 y el Mg+2 reducen las fuerzas de repulsión electrostática de 

la superficie de la cutícula para establecer junto con las hidrofobinas  el acoplamiento 

entre la pared celular del hongo y la cutícula del insecto, promoviendo su adhesión 

para el establecimiento de la conidia y la subsiguiente invasión del hospedero 

(Pucheta y col., 2006). 

Una vez que se da la unión de la conidia bajo condiciones especificas 

(humedad, temperatura y nutrición) inicia la germinación con la absorción de agua y 

nutrientes, favorecido por la alta humedad; esta germinación es disparada por 
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mensajeros que generalmente son carbohidratos presentes en las proteínas de la 

cutícula del insecto (Hegedus y Khachatourians, 1995; Khachatourians, 1996). La 

hidratación de la espora también se favorece por la acción antidesecante de su 

cubierta mucilaginosa (presente en M. anisopliae, Paecilomyces farinosus, Erinia 

radicans y Nomuraea rileyi). En muchos casos, la secreción de  mucílago  se da 

entre la unión de la célula apresorial  y la superficie de la cutícula. Este mucílago es 

higroscópico el cual crea condiciones favorables para la liberación de enzimas 

extracelulares por este tipo de estructuras. Además funciona como protector ante la 

presencia de polifenoles tóxicos y enzimas, secretadas por el sistema inmune del 

insecto (Khachatourians, 1996; Pucheta y col., 2006).  

Asimismo es importante mencionar que los lípidos que se encuentran en la 

cutícula pueden afectar potencialmente la germinación, como resultado de su acción 

fungilítica o fungiestatica, o actuando como una barrera en la matriz de quitina del 

exoesqueleto del insecto, previniendo que la espora entre en contacto con los 

nutrientes y se inicie la señal de disparo de la germinación (James y col., 2003)   

Después del hinchamiento de la conidia tiene lugar la formación del tubo 

germinativo mediante el proceso de polarización típico del crecimiento apical de los 

hongos, que estimula la síntesis de la pared celular. Los iones H+ y Ca2+ entran en la 

punta de la hifa a través de un mecanismo de transporte pasivo y son expulsados por 

mecanismos dependientes de energía. Este flujo transcelular permanece constante y 

mantiene el desarrollo del tubo germinativo y la formación del apresorio (Figura 2), 

una estructura especializada formada en el tubo germinativo (Riquelme y col., 1998; 

Harold, 1999; Wessels, 1999). El tubo germinativo rastrea y reconoce la superficie 

del insecto para la localización de sitios receptores, habilitando a la hifa para la 

penetración de la cutícula (Wessels, 1999). El apresorio sirve para el anclaje de la 

espora y ejerce una presión hacia el interior del insecto. Paralelamente, el hongo 

excreta de forma sinérgica una gran cantidad de enzimas extracelulares, principales 

determinantes de la virulencia, tales como proteasas, quitinasas, quitobiasas, lipasas, 

lipooxigenasas y otras, que hidrolizan los componentes cuticulares y proporcionan a 
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su vez nutrientes al hongo (Khachatourians, 1991; Khachatourians, 1996; Monzón, 

2001).  

La importancia de cada enzima está relacionada con las características de la 

cutícula del insecto, respondiendo de manera diferenciada debido a la compleja 

mezcla de componentes de la cutícula de los insectos de distinta especie y de su 

estado fisiológico (Tabla 2) (Hegedus y Khachatourians, 1995; Khachatourians, 

1996). 

 
Tabla 2. Composición (%) en peso seco de cutícula de diferentes insectos 

 
 
Componente 

Larva 
(Tenebrio  
molitor) 

Larvas  
(Zophobas  

morio) 

Gusano  
de cera  
(Galleria 

mellonela) 

Grillo 
(Acheta 

domestica) 

Langosta 
migratoria  

(Melanopus  
sanguinipes) 

Estadío/orden Larva 
(Coleóptera: 

Tenebrionidae) 

Larva 
(Coleóptera: 

Tenebrionidae) 

Larva 
(Lepidóptera: 

Pyralidae) 

Adulto 
(Ortóptera: 
Grillidae ) 

Adulto 
(Ortóptera: 
 Acrididae) 

Proteína  50.25  46.04 39.45 40 61.4 
Quitina     30.1 
Grasa  36.75 36.67 51. 55 30 7.4 
Carbohidratos  9.75 14.13 6.50 9.85  
Cenizas  3.23 3.13 2.48 4.89 1.1 

Fuente: Bidochka y col. (1993); Rangel y col. (2004); http://www.timberlinefisheries.com  
 
 

Las enzimas de HE facultativos que hidrolizan la cutícula son principalmente 

proteasas  del tipo subtilisina [ Pr1 A y B], serina proteasas [Pr2], [Pr3], cisteína 

proteasas [Pr4], carbixipeptidasas [MeCPA], metaloendoproteasas y 

dipeptidilpeptidasa, entre otros (Hegedus y Khachatourians, 1995; St. Leger, 1995; 

St. Leger y col., 1996; Joshi y col., 1997; Clarkson y Charnley, 1996). La hidrólisis de 

quitina es mediada principalmente por una serie de exo-N-acetilglucosamidasa, 

quitobiosas y endoquitinasas (Hegedus y Khachatourians, 1995; Clarkson y 

Charnley, 1996). Las proteasa Pr1 y la quitinasa Bbchit1 son factores de virulencia 

muy importante en B. bassiana (Joshi y col., 1995; St Legar y col., 1996; Fang y col., 

2005). 

Una vez dentro del insecto, el hongo prolifera formando cuerpos hifales 

secundarios, que se ramifican en la procutícula conformada principalmente de 
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fibrillas laminadas de quitina embebidas en una matriz proteínica que actúa como 

cubierta física protectora ante las secreciones extracelulares del patógeno.  

Posteriormente, los cuerpos hifales se encuentran con la capa epidérmica y 

con su respectiva membrana basal se diseminan a través del hemocele (Deshpande, 

1999). Así, invaden diversas estructuras como tejidos musculares, cuerpos grasos, 

tubos de Malpighi, mitocondrias, hemocitos, retículo endoplásmico y membrana 

nuclear (Pucheta-Díaz y col., 2006). La importancia relativa de estos mecanismos 

varía con el aislamiento específico o con el insecto hospedero.  

Al agotarse los nutrientes, el hongo inicia un crecimiento miceliar invadiendo 

todos los órganos del hospedero. Finalmente, las hifas penetran la cutícula desde el 

interior del insecto y emergen a la superficie iniciando la formación de esporas 

cuando la humedad relativa es adecuada (Gillespie y Claydon, 1989); que funcionan 

como unidades de dispersión e infectivas. Cada insecto infectado constituye un 

nuevo foco de infección para otros individuos de la población (Alatorre, 2004; Tefera 

y Pringle, 2003; Posada y Vega, 2005; Neves y Hirose, 2005) 

Cabe destacar que durante la penetración del hongo desde la cutícula del 

insecto hasta el hemocele, la hifa queda inmersa en proteínas, quitina, lípidos, 

melanina, difenoles y carbohidratos; algunos de ellos son nutrimientos pero otros 

pueden inhibir su crecimiento, ya que el insecto activa su sistema inmune a través de 

procesos como la melanización, fagocitosis, nodulación y encapsulamiento (St. Leger 

y Roberts, 1997). Sin embargo, los HE han desarrollado mecanismos variados de 

acción para evitar este tipo de defensas, tales como cambios en la pared celular y 

producción de sustancias inmuno-modulatorias o toxinas que inhiben las reacciones 

de defensa del insecto (Khachatourians, 1991; Boucias y Pendland, 1998). 

Las toxinas, metabolitos de bajo peso molecular  producidos por el hongo, son 

de baja toxicidad para mamíferos pero muy dañinas para artrópodos, por lo que 

pueden causar la muerte del insecto debido a sus propiedades insecticidas (Monzón, 

2001). Beauveria bassiana puede matar a sus hospederos, antes de invadir todos 

sus órganos, mediante la producción de toxinas, pero que también pueden ser 

producido por el hospedero como un mecanismo de defensa contra la infección 
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(Robert y Humber, 1981). B. bassiana produce varios tipos de compuestos tóxicos 

considerado como factores de virulencia que incluye beauvericina, bassianolida, 

oosporina, entre otros, (Hegedus y Khachatourians, 1995).  La oosporina es una 

dibenzoquinona de color rojo detectado en filtrados de cultivos in vitro y en insectos 

infectados con B. bassiana, tiene actividad antibacteriana contra bacterias Gram 

positivas, con muy poco efecto contra bacterias Gram negativas (Strasser y col., 

2000a). Se considera que la oosporina actúa con las proteínas y aminoácidos a 

través de reacciones redox, estos intercambios dan por resultado un mal 

funcionamiento enzimático. La oosporina, como la tenellina y bassiana, inhiben más 

del 50 % de las membranas de los eritrocitos y la actividad de la ATPasa de una 

manera dependiente de dosis hasta 200 µgml-1 (Strasser y col., 2000b). Este 

pigmento inhibe en mayor grado la actividad de Ca2+-ATPasa comparado con su 

efecto sobre Na+/K+-ATPasa. La inhibición de la actividad de la ATPasa  por este 

pigmento no es específica, pero es probablemente una consecuencia de la ruptura 

de la membrana; estos pigmentos causaron alteraciones en la morfología de los 

eritrocitos originando varios grados de lisis celular (Jeffs y Khachatourians, 1997).  

Por otro lado varias especies de HE  producen ácidos orgánicos  y algunos 

han sido implicados en el proceso de infección. Por ejemplo,  se ha reportado la 

producción de acido oxálico por Beauveria spp., Lecanicillium lecanii, Paecilomyces 

fumosoroseus y Metarhizium anisopliae (Hegedus y Khachatourians, 1995). Este 

compuesto también ha sido descrito como un factor de virulencia en hongos 

fitopatógenos y se ha sugerido que en el caso de los HE  pueda ser un elemento que 

coadyuve  a la solubilización de la proteína cuticular (Bidochka y Khachatourians, 

1991).  

De manera  interesante se ha observado que la virulencia frecuentemente está 

asociado  a fenotipos  que incluyen altas velocidades de  germinación (Samuels y 

col., 1989; Khachatourians, 1996; Altre y col., 1999; Varela y col., 1996; Safavi y col., 

2007), de crecimiento (Samuels y col., 1989; Khachatourians, 1996; Varela y col., 

1996) y de  esporulación (Feng y col., 1990; Khachatourians, 1996; Varela y col., 

1996). También se ha asociado a la producción de toxinas y ácidos orgánicos y a 
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niveles altos de enzimas hidrolíticas extracelulares (Joshi y col., 1995; St Leger y 

col., 1996; Khachatourians, 1996;  Talaei–Hassanloui y col., 2006; Feng y col., 1990; 

Safavi y col., 2007; Fan y col., 2007), cada uno de estos factores resulta crítico en 

una etapa concreta del ciclo infectivo que se mencionó anteriormente (Figura 2). 

Una de las especies más estudiadas y utilizadas en el mundo es Beauveria 

bassiana,  que puede infectar  a más de 200 especies en 9 órdenes de insectos (Roy 

y col., 2000; Alves y col., 2002;  Liu y col., 2003), esto demuestra su potencial como 

bioinsecticida en sistemas de MIP. La base de la entomopatogenicidad  de B. 

bassiana ha sido investigada por muchos años (Joshi y col., 1995; Talaei–Hassanloui 

y col., 2006; Fan y col., 2007). Actualmente se sabe que las características del 

insecto, el potencial patógeno del hongo, y las condiciones ambientales también 

contribuyen en el éxito  del hongo para infectar al insecto (Charnley, 1989; Hajek, 

1997; Talaei – Hassanloui y col., 2006). A causa de la gran diferencia en la 

especificidad  y virulencia hacia el hospedero entre aislados, la identificación de 

características  que puedan tener una función importante  en el ataque del insecto 

resulta valioso para entender la virulencia en la selección y desarrollo de 

aislamientos como agentes de biocontrol. Aunque algunas características como  

velocidad de germinación, velocidad de crecimiento, velocidad de  esporulación, 

tamaño de la espora y producción de toxinas han sido correlacionados positivamente 

en la virulencia para alguna combinaciones de hongo – hospedero, en muchos otros 

casos no se han hallado correlaciones efectivas (Samuels y col., 1989; Feng y col., 

1990; Khachatourians, 1996; Altre y col., 1999; Rangel y col., 2006; Talaei – 

Hassanloui y col., 2006).  

 

1.2 Patogenicidad y virulencia 

 

La claridad y consistencia sobre el uso del término patogenicidad y virulencia en 

patología de invertebrados ha sido cuestionado recientemente (Thomas y col., 2004).  

Shapiro y col. (2005)  de la Sociedad de Patología de Invertebrados llegaron a un 
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consenso en donde se acepta las definiciones propuestas por Steinhaus y  

Martignoni (1970), quienes definen patogenicidad como la cualidad o habilidad de ser 

patógeno. Esta habilidad se aplica a grupos o especies de entomopatógenos. La 

capacidad  de causar enfermedad es considerada como un fenómeno de todo o 

nada, es decir,  un grupo o especie de entomopatógenos es o no patogénica. La  

virulencia es definida como la fuerza con la que un microorganismo produce la 

enfermedad, es decir, el grado de patogenicidad dentro de un grupo o especie 

(Shapiro y col., 2005). La patogenicidad es un término cualitativo, mientras que 

virulencia es un término que cuantifica la patogenicidad (Shapiro y col., 2005). 

 

1.3 Bioensayos 

 

Una de las técnicas más importantes en el estudio de la patología de insectos es el 

bioensayo. El diseño de un apropiado sistema de bioensayo es crucial para la 

selección correcta de HE teniendo por objetivo el desarrollo comercial. Esta es una 

herramienta muy importante que permite la identificación de parámetros claves como 

son: (i) determinación del rango de hospedero, (ii) determinación de la virulencia,  

(iii) comparación de la virulencia entre aislamientos, (iv)  determinación del potencial 

epizoótico, y (v) el efecto de las factores bióticos y abióticos, como son edad del 

hospedero, planta hospedera, temperatura, humedad y formulación, entre otros (Butt 

y Goettel, 2000). 

 

1.4 Conservación de virulencia 

 

El procedimiento más utilizado para mantener la virulencia y las características 

morfológicas del aislado es mediante inoculación del hongo a un insecto hospedero 

vivo, y su posterior re-aislamiento  a partir del insecto. La frecuencia de estos pases 

por insectos está dada por las veces que el aislado puede ser multiplicado sin perder 
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su virulencia, recomendándose generalmente hacerla cada 3 ó 4 veces por medios 

naturales o sintético (OCPI, 1986; Goettel y Inglis 1997; Jenkins y col., 1998; Bustillo 

y col., 2002). 

Otro método empleado para mantener aislados virulentos ha sido la 

incorporación de larvas de lepidópteros desecados y pulverizados a un medio 

nutritivo comercial (Oficina Cubana de la Propiedad Industrial [OCPI], 1986; 

Brownbridge y col., 2001; Bustillo, 2002; Monzón, 2001). 

Es importante considerar un método de conservación adecuado para 

mantener la virulencia  en los HE, como alternativa  a las  transferencias frecuentes 

en medio de cultivo. Este método es utilizado en México por los laboratorios de 

producción  masiva de agentes de control microbiano (Berlanga-Padilla y col., 2003). 

Entre los problemas asociados con este método  es que los cultivos  tienen un 

periodo corto de vida y son susceptibles a contaminaciones, además, con la continua 

transferencia por medios de cultivo los hongos pueden sufrir cambios morfológicos y 

genéticos (Humber, 1997; Sanchez-Peña y Thorvilson, 1995; Borman y col., 2006 ). 

Se han desarrollado una gran variedad de técnicas para la conservación de 

microorganismos; la selección de la técnica más apropiada tendrá que ser definida 

con base en las necesidades específicas de los aislados y de su uso en particular 

(Humber, 1997; Berlanga-Padilla y col.,  2003; Borman y col., 2006). La preservación 

con un crioprotector a  -196º C inmerso en nitrógeno liquido, después de un 

congelamiento a velocidad controlada, es ampliamente recomendado como el mejor 

método de conservación para mantener tanto la viabilidad celular como las 

propiedades biológicas de virulencia (Borman y col., 2006; Sanchez-Peña y 

Thorvilson, 1995). Sin embargo, mantener cultivos en nitrógeno líquido es caro y 

requiere equipo adicional, es por esto que no es accesible para muchos laboratorios. 

Existen otras técnicas relativamente más simples y baratas para la preservación de 

cultivos, pero cada uno de estos métodos menos sofisticados, puede resultar en un 

éxito parcial con diferentes grupos de hongos (López-Lastra, y col.,  2002; Estrada y 

col., 2003; Borman y col., 2006). 
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  En el caso de B. bassiana los métodos más empleados son resiembra 

sucesiva (tubos de cultivo con medio  ADS mantenidos entre 4 y 7°C); conservación 

en agua desionizada estéril, silica gel, y para aquellos que tienen equipos especiales 

emplean  liofilización y nitrógeno líquido (Hegedus y col., 1992; Sánchez-Peña y 

Thorvilson, 1995; Estrada y col., 2003; Mier y col., 2005). La principal desventaja de 

los tres primeros métodos es la aparición de formas no esporulantes, pérdida de 

virulencia y también se contaminan fácilmente durante las resiembras; sin embargo,  

algunos de estos métodos han mostrado viabilidad hasta por tres años y medio para  

el caso del método de agua desionizada y  además es de bajo costo (Mier y col., 

2005). 
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2. Antecedentes 
 

 La biotecnología agrícola  está enfocada a dar solución a problemas de baja 

producción y pérdidas económicas de cultivos, provocadas por factores bióticos y 

abióticos del campo,  y se enfoca principalmente a lograr una agricultura sustentable. 

En este sentido, un objetivo de la biotecnología agrícola es reducir la dependencia de 

químicos sin afectar,  o incluso incrementar la producción del campo, lo cual trae 

como consecuencia una disminución en costos de insumos y además, ayuda a 

reducir los problemas ambientales (Tamez-Guerra y col., 2001).  Dentro del potencial 

de la biotecnología agrícola en el control biológico de insectos, se encuentran  los 

HE, actualmente utilizados para el control de una gran variedad de plagas como 

alternativa o complemento a los insecticidas químicos (Inglis y col., 2001). Sin 

embargo, los micoinsecticidas representan un pequeño porcentaje del mercado 

mundial bioinsecticidas (St Leger y Screen, 2001; Alatorre Rosas, 2004; Fan y col., 

2007). Se espera que en las próximas décadas los plaguicidas químicos tengan un 

crecimiento  del 2%, mientras que para los biopesticidas del 10-15% (Tamez-Guerra 

y col., 2001). 

Una de la principales limitaciones en el desarrollo de los micoinsecticidas es 

que, comparado con los insecticidas químicos, después de su aplicación se requiere 

de un tiempo mayor para controlar la plaga, tiempo en el cual el insecto plaga puede 

causar serios daños a la cosecha (Quesada-Moraga y col., 2006; Fan y col., 2007). 

 Aunque en la naturaleza, los hongos mutan de manera natural provocando 

variaciones ligadas a la selección en la población; el mejoramiento de Beauveria 

bassiana se puede lograr por genética clásica o por técnicas de biología molecular 

que involucra la inserción de secuencias de ADN ajenas a la especie en estudio 

(Couteaudier y col., 1996; Deshpande, 1999; St Leger y Screen, 2001). Cuando se  

insertan  genes o secuencias de otras especies, se tienen restricciones para su uso 

en aislados que se liberen al medio ambiente (Ley de Bioseguridad de Organismos 

Genéticamente Modificados, 2005).  
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La diversidad biológica constituye en la actualidad la mayor riqueza potencial 

de los países del tercer mundo. Sin embargo, la relación entre la actividad agrícola y 

la conservación/explotación de la biodiversidad, tienen un carácter excluyente, que 

afecta negativamente la biodiversidad debido al uso de insumos externos, como los 

agroquímicos. En el caso de los organismos modificados genéticamente (OMG) 

existe una gran incertidumbre respecto a la posibilidad de tener un efecto negativo 

sobre la salud humana y la biodiversidad, razón por la cuál en México no esta 

permitido la liberación de OGM al medio ambiente (Ley de Bioseguridad de 

Organismos Genéticamente Modificados, 2005). El uso de microorganismo 

manipulados por genética clásica como método de mejoramiento en la virulencia es 

una alternativa concreta al uso de OMG y no representa un riesgo  en la 

conservación de la biodiversidad (PROBIOMA, 2000). Por otro lado, es importante 

resaltar que uno de los aislados silvestre, es un aislado nativo, lo que proporciona 

una ventaja adicional por estar adaptada a las condiciones geográficas de la región. 

Robledo y col. 2005 desarrollaron una metodología para tratar de incrementar 

la virulencia de aislados de Beauveria bassiana, el proceso consistió en realizar  

mutaciones sometiendo a radiación  ultravioleta (UV)  a 2 aislados silvestres de 

Beauveria bassiana (Bb 4 y Bb 88) proporcionados por el Colegio de Posgraduados 

(Instituto de Fitosanidad). El protocolo de mutagénesis se realizó según Loera y col. 

(1999). La selección de aislados mutantes se realizo en medios con quitina y 2 DG. 

Se seleccionaron aquellos que no perdieron la capacidad de esporulación, secreción 

de enzimas hidrolíticas (halos de actividad), y que tuvieran una velocidad de 

crecimiento igual o mayor al aislado silvestre (Loera, 2005).  

Después del proceso de selección, considerando los criterios antes 

mencionado, algunos aislados mutantes derivadas de Bb 88 y Bb 4 ( Bb 885.2, Bb 

885.5, Bb 42.2 y Bb 49.5) se le realizaron  pruebas de virulencia en el chapulín de la 

milpa (Sphenarium purpurascens). Los resultados mostraron que el aislado  Bb 885.2 

fue el más virulento con LT50 de 4 d, mientras que el aislado silvestre Bb 88 y  su 

mutante Bb 885.5  tuvieron un LT50 de 6 y 8 d, respectivamente. El aislado  Bb 4  y 
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sus  mutantes (Bb 42.2 y Bb 49.5) mostraron una virulencia menor que el aislado Bb 

88 y sus mutantes (Bb 885.2 y Bb 885.5).  

Utilizando el aislado  silvestre (Bb 88) y una de sus mutantes (Bb 885.2), 

Rodríguez y col. (2004, 2005, 2007) realizaron la caracterización fisiológica de 

diversos parámetros como indicadores de la virulencia, así como la comparación de 

actividad enzimática en cultivo en medio sólido utilizando cutícula de Sphenarium 

purpurascens. De esta manera  se pretendía determinar los parámetros relacionados 

con la mayor virulencia de la mutante Bb 885.2 respecto a Bb 88, la evaluación se 

realizó en chapulín de la milpa y en larvas y adultos de Tenebrio molitor. 

Por otro lado, Núñez-Gaona y col. (2005, 2006) evaluaron el efecto de la 

actividad de agua en el crecimiento y producción de conidias del aislado Bb 885.2, 

así como el efecto de la concentración de inóculo sobre la producción de conidias en 

cultivo en medio sólido empleando salvado de trigo como substrato. El crecimiento se 

dio únicamente  del rango de 0.97 y 0.99 aw, obteniéndose el mismo comportamiento 

de producción en ambos medios de crecimiento (cultivo sólido en cajas Petri y 

botellas serológicas con salvado de trigo).  El estudio sobre el nivel de inóculo inicial 

permitió establecer que en medio sólido se podría reducir el tiempo de cultivo a la 

mitad, sin tener repercusiones sobre el rendimiento final de conidios.  

Sin embargo, la colección completa de aislados no ha sido analizada ni 

determinada su virulencia y características fisiológicas, razón por la cual en esta 

investigación se planteo determinar los parámetros fisiológicos de los diferentes 

aislados mejorados. Por lo tanto, el análisis completo va a permitir evaluar el método 

de selección, así como investigar si existe relación entre las variables de crecimiento 

evaluadas con la virulencia; a partir de aislados de distintas colecciones, silvestres y 

mutantes. 
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3. Justificación 
 

En la actualidad el mercado de alimentos orgánicos sigue creciendo  a un ritmo de 20 

a 40 % anual (en ventas) y se valora en 40 mil millones de dólares anuales (2007), y 

se pronostica que para el 2010 alcanzará los 100 mil millones de dólares (Willer y 

Yussef, 2006;  Soto,  2006). A nivel mundial, México ocupa el 18° lugar en superficie 

orgánica (215 mil ha; 2004), lo que representa apenas el 0.2% de la superficie 

agrícola cultivable. Sin embargo, a nivel mundial es el primero en la producción de 

café orgánico (70 mil ha; 2005) (Willer y Yussef, 2006).  El 85% de la producción 

orgánica nacional es para la exportación. El mercado de los Estados Unidos registra 

el primer lugar en ventas de productos orgánicos, el segundo lugar es el mercado  de 

Alemania y el mercado británico ocupa el tercer lugar (Willer y Yussef, 2006). Con 

ello se demandan procesos en el Manejo Integrado de Plagas, que incluyen la 

selección de  mejores aislados fúngicos  de entomopatógenos. Para seleccionar a los 

mejores aislados es importante evaluar la virulencia, sin embargo, puede resultar 

muy valioso tener elementos (parámetros fisiológicos) que puedan evaluarse en 

estrategias de selección, que consiste identificar características fenotipicas de 

crecimiento que se correlacionan con la virulencia. 

El control biológico con HE representa una alternativa que rescata y fortalece 

el equilibrio ecológico  que existía antes del uso de agroquímicos. Esta alternativa 

está siendo utilizada con éxito en México. En el estado de Sinaloa se usa 

Paecilomyces fumosoroseus y Beauveria bassiana para el control de la mosquita 

blanca (Bemisia tabaci y Trialeurodes vaporatiorum) (Ficha Técnica CB-06; FIRA 

Boletín informativo, 2003). En el sureste del estado de Guanajuato, se utiliza 

Metarhizium anisopliae para el control de los chapulines Sphenarium purpurasces y 

Melanoplus differentialis (Tamayo-Mejía, 2006). También, en Tamaulipas, Jalisco y 

otros estados de la republica mexicana, se utiliza Metarhizium anisopliae  para el 

control de  la mosca pinta (Aeneolamia spp.)(Ficha Técnica CB-08). En las regiones 

cafetaleras del país (12 estados productores) se considera a Beauveria bassiana 

como estrategia real de manejo integrado para el control de la plaga denominada 
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broca de café (Hypothenemus hampei), siendo esta la plaga más perjudicial de la 

cafeticultura mundial (FIRA Boletín informativo, 2003; Ficha Técnica CB-03, 

Dirección General de Sanidad Vegetal). En general Beauveria bassiana, Metarhizium 

anisopliae, Paecilomyces fumosoroseus y Lecanicillium  lecanii  son los más 

utilizados para el control de plagas (áfidos y mosquitas blancas, entre otros) en 

cultivos de hortalizas, gramíneas y leguminosas en campo abierto así  como en 

invernaderos (Tamez Guerra y col., 2001). Como puede verse, Beauveria bassiana, 

ya es considerado como parte importante en las estrategias de MIP de una gran 

variedad de plagas de insectos en el sector agrícola de nuestro país, sin embargo, 

existe una búsqueda constante de mejores aislados y además, que estén adaptados 

a las condiciones geográficas de nuestro país (Milner y col., 2003), pues le 

proporcionaría una ventaja adicional comparado con cepas comerciales provenientes 

de otros países.  
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Hipótesis de trabajo 
 
 
 
El nivel de virulencia de aislados de Beauveria bassiana esta relacionado con las 

características de los fenotipos de crecimiento medidos en caja Petri 

 

 
4. Objetivo general 
 
 
Relacionar fenotipos de crecimiento con la virulencia de aislados silvestres y 

mutantes de Beauveria bassiana 

 
 
4.1 Objetivos específicos  
 
 

4.1.1 Conservar los aislados y evaluar la viabilidad del hongo en conservación 
 

4.1.2 Determinar  las variables de crecimiento de la colección de aislados 
 

4.1.3 Comparar  los parámetros de virulencia  entre cada aislado evaluado  y un 
aislado  comercial 

 
4.1.4 Hacer un análisis de correlación y regresión de las variables evaluadas con 
la virulencia de los aislados 
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5. Materiales y Métodos 

5.1 Microorganismo  
Se utilizaron 2 aislados silvestres de Beauveria bassiana (Bb 4 y Bb 88) y sus 

mutantes derivadas (Bb 42.2, 49.5; Bb 881.2, 882.2, 884.5, 885.2, 885.5 y 887.5). El 

origen de los aislados silvestres se muestra en la Tabla 3. El significado del código 

de los aislados mutantes es el siguiente:  

Bb 42.2 y Bb 885.2

Aislado silvestre que  deriva Concentración de 2 DG resistente

Número de colonia

Bb 42.2 y Bb 885.2

Aislado silvestre que  deriva Concentración de 2 DG resistente

Número de colonia

 

 

Se utilizó un aislado comercial de Beauveria bassiana  que provino de un 

formulado en forma de polvo humectable, cuyo ingrediente activo son  conidios de 

Beauveria bassiana en una concentración  de  1 x 1012 conidios/gramo (presentación 

de 25 gramos). El formulado es elaborado por NOCON S.A. DE CV. El medio de 

cultivo utilizado para crecimiento y esporulación (propagación) de todos los aislados  

fue Agar Maltosa Sabouraud (AMS) al 2% más avena (3%) y extracto de levadura 

(EL) (0.05%);  se incubó por 10 días a 28°C. 
                 . 

Tabla 3. Origen de aislados silvestres. 
País Aislado Hospedero 

original 
Orden :Familia 

México 
(Oaxaca) 

Bb 88 Hypothenemus 
hampei 

Coleóptera: Scolytidae 

Ecuador Bb 4 Hypothenemus 
hampei 
 

Coleóptera: Scolytidae 
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5.1.1 Reactivación de aislados sobre larvas de T. molitor  

Para obtener cultivos monospóricos  se sembró por estría una asada de conidias en 

AMS al 2% más desoxicolato de sodio (0.05%) y se incubó a 28 ºC. Las  colonias 

independientes se usaron para su propagación. Las conidias  de 10 días de cultivo 

se usaron para hacer la reactivación de los aislados al infectar  larvas de T. molitor 

(vía inmersión como se describe más abajo). Los insectos muertos se mantuvieron 

en cámara húmeda hasta su esporulación (Goettel e Inglis, 1997; Jenkins y col., 

1998; Posada y col., 2005). Se tomaron conidios del insecto muerto y se sembró 

nuevamente por estría en cajas de Petri con medio AMS 2% más desoxicolato de 

sodio (0.05%). De esta siembra se cosecharan colonias libres de contaminación del 

centro de la caja Petri para propagarlas  nuevamente (siembra por picadura) para  

conservación, y posterior medición de variables de crecimiento, hidrofobicidad y 

bioensayos (Goettel e Inglis, 1997; Jenkins y col., 1998; Posada y col., 2005). 

 

5.1.2 Métodos de conservación   

Se emplearon dos métodos de conservación:  

a) Crioconservación, basado en la conservación de viales con 1.2 ml de una 

suspensión de conidios (1x108) en agua destilada y glicerol al 10% como 

concentración final. Se sometió posteriormente a un proceso de congelación gradual 

hasta -20 °C (López-Lastra y col., 2002; Estrada y col. 2003). 

b)  Agua desionizada estéril, basado en  almacenar a 4 ºC  viales  que contenían 4 ml 

de agua desionizada estéril y en estos se colocaron 4 trozos de agar esporulado (5 

mm2) provenientes de colonias de diez días de incubación en AMS al 2% (López-

Lastra y col., 2002; Garza-López y col., 2006). Los trozos de agar esporulados 

(medio AMS 2%) se tomaron de las cajas Petri sembradas por picadura con  palillo 

estéril.  
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Solo para el método de agua desionizada se evaluó la viabilidad del hongo en 

conservación. 

  

5.2 Evaluación de la viabilidad 

La viabilidad de los aislados se evaluó utilizando el método de cámara húmeda 

descrita por Monzón (2001), el cuál consistió  en colocar sobre un portaobjetos una 

capa de medio Agar-Agua sobre la que se depositó una alícuota de suspensión de 

conidios. Este montaje se colocó  sobre un triángulo de vidrio dentro de una caja 

Petri estéril con papel filtro humedecido. El montaje se incubó a 28 °C. La medición 

de conidios germinados se realizó a las 20 horas utilizando el objetivo 40X; como 

mínimo se realizó un conteo de  100 conidios (germinados y no germinados). Los 

conidios con tubo germinativo mayor a su diámetro se consideraron como 

germinados (Liu y col., 2003a; Shah y col., 2005). 

 La viabilidad de cada aislado conservado en agua des-ionizada se realizó  antes 

de almacenar los viales y posteriormente cada mes, hasta el tercer mes, esta 

determinación se realizó directamente de los viales de conservación (por triplicado). 

Además,  se determinó la viabilidad después de haber resembrados los trozos de 

agar  en medio AMS  al 2% con EL al 0.05% (López-Lastra y col., 2002).   

 

5.2.1 Medición de velocidad radial  

Cada  aislado se sembró por picadura empleando un palillo de madera estéril, en el 

centro de las cajas Petri de 49 mm de diámetro, con 5 ml de medio AMS 2% con 

avena (3%) y extracto de levadura (0.5%); la concentración de la suspensión fue de 

1x106 conidios/ml. Las cajas Petri fueron selladas con Parafilm  e incubadas a 28 °C. 

Se midió el crecimiento radial con un Vernier cada 24 horas. Las mediciones del 

crecimiento radial se detuvieron cuando al menos a uno de los aislados le faltaba  

medio centímetro para llegar al borde de las cajas. Se calculó la pendiente por 
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regresión lineal,  este valor se tomó  como velocidad radial (Vr),  expresada en mm/d 

(Safavi y col., 2007). El modelo utilizado fue una ecuación  de línea recta que se hizo 

ajustar el conjunto de datos: 

 

bxay +=  

 

donde a = el valor de intersección con el eje de las ordenadas, y 

           b = la pendiente de la línea recta, este valor se tomo como Vr. 

Los resultados se presentan como promedio de tres repeticiones. 

 

5.2.2 Producción de conidios in vitro 

La producción de conidios se midió al final  del crecimiento radial; se cortó con un 

tubo de ensayo (1 cm. diámetro) tres porciones del hongo ya esporulado de acuerdo 

al procedimiento de Kamp y Bidochka (2002). Posteriormente se cosecharon los 

conidios usando 5 ml de Tween al 0.05 % en tubos Falcon de 15 ml. Se agitó 

vigorosamente  en un vórtex  por aproximadamente 1 minuto. Posteriormente se 

hicieron las diluciones necesarias para hacer el conteo al microscopio con la cámara 

de Neubauer, al final la producción de conidios  se expresó como  conidios/cm2. Los 

resultados se presentaron como promedio de tres repeticiones. 

 

5.2.3 Bioensayo 

5.2.3.1 Cría de Insectos  

 

Se estableció una colonia de  Tenebrio molitor  a partir de una muestra donada por el 

Colegio de Posgraduados (Instituto de Fitosanidad). Se usaron cajas de plástico 
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rectangulares para mantener los diferentes estadios de desarrollo: larvas, pupas y 

escarabajos adultos principalmente (Figura 3). Para el mantenimiento de los 

insectos, a temperatura ambiente, se utilizó una mezcla de avena y salvado de trigo 

(1:1), además, se coloco en cada caja de plástico un algodón  húmedo estéril 

(Robledo, 2004).  Adicionalmente se retiraron dos veces por semana las pupas que 

iban apareciendo en las cajas de cría; de la misma manera se hizo con los adultos 

que se formaban en la caja de pupas ; esto para evitar el canibalismo debido a la 

inmovilidad de las pupas. 
              

Larva Pupa Escarabajo 

Figura 3. Principales estadíos de desarrollo Tenebrio molitor. 
 

 

 El ciclo de vida del T. molitor toma alrededor  de 6 meses. Se trata de un insecto 

hexápodo que pertenece al orden Coleóptera, suborden Polyphaga, la superfamilia 

Tenebrionoidea, la familia Tenebrionidae, el género Tenebrio y especie molitor 

(Gerber, 1975). En México es conocido bajo diferentes nombres: gusano de las 

harinas, gorgojo negro ó escarabajo molinero; en inglés se conoce como yellow 

mealworm. En la naturaleza el T. molitor puede presentarse como plaga en los silos y 

molinos de granos (Montoya-Sansón y col., 2007)  

 

5.2.3.2 Bioensayo  

 

 Conidios propagados en AMS (2%) + avena al 3% de los aislamientos provenientes 

reactivados fueron utilizados en el bioensayo. Se determinó su viabilidad como se 

menciono anteriormente (sección 5.2). Se utilizó el estadio de larva para los 
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bioensayos. Se estandarizaron las soluciones de conidios para cada aislado a una 

concentración de 1x 108 conidios/ml. El conteo se hizo usando una  cámara de 

Neubauer. Se seleccionaron las larvas más activas,  sanas, melanizadas de un solo 

color y procurando el mismo tamaño (2 cm de longitud) para garantizar  la 

homogeneidad del material biológico utilizado en el experimento. Cada grupo de 12 

larvas fue sumergido en 30 ml de la suspensión con conidios por 15 segundos (Eken 

y col., 2006; Butt y col., 2000; Goettel e Inglis, 1997). La unidad experimental fue de 

12 larvas en cada caja Petri y 4 repeticiones por tratamiento. En el tratamiento 

control, las larvas se sumergieron en una solución de Tween 80 al 0.05% en las 

mismas condiciones.  

 Se agregó alimento esterilizado (avena/salvado de trigo 1:1) en cada caja. 

Posteriormente se colocaron  las cajas Petri en una cámara húmeda (caja de plástico 

transparente con papel filtro húmedo y sellado con Parafilm)  y se incubaron a 28°C 

con fotoperíodo de 12:12 h. La  cámara húmeda se mantuvo por 5 días, para 

promover la germinación de los conidios. Se realizaron observaciones todos los días 

y se registró el número de larvas muertas. Posteriormente, estas larvas fueron 

colocadas en cámara húmeda con papel filtro para promover el crecimiento del 

hongo y confirmar la presencia de micosis en  los insectos muertos, con el propósito 

de adjudicar que la muerte del insecto fue debido al hongo y no por otras causas 

(Tefera y Pringle, 2003).  

El tiempo al que se alcanza el 50% de mortalidad (TL50)  se calculó a partir del 

ajuste de los datos experimentales del crecimiento de la mortalidad según la 

ecuación logística la cual se muestra a continuación: 

 

mínimo

mínimomáxima
t
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m
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−
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1
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Donde µ es la velocidad máxima de mortalidad específica y m es la mortalidad al 

tiempo t. Mediante el algoritmo Solver (Exel, Microsoft) se obtuvieron los mejores 

ajustes de los datos experimentales. 
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5.3 Producción  de conidios sobre cadáveres de Tenebrio molitor 

En  insectos que se observó la presencia de micosis se  estimó la producción de 

conidios por larva a los 12 días. Se seleccionaron al azar 4 larvas muertas 

esporuladas  y se agitó en 10 ml de Tween 80 al 0.01% con un agitador magnético  

por  5 min. y por triplicado para cada aislado (Tefera y col., 2003; Posada y col., 

2005).  De esta solución se hizo una dilución 1:20 y se realizó el conteo (40X) en 

cámara de Neubauer, al final la producción de conidios se expresó  como número de 

conidios por larva (Posada y col., 2005). 

 

5.4 Hidrofobicidad 

La hidrofobicidad se determinó mediante el método modificado de exclusión de fases 

(Boucias y col., 1988; Romano Machado, 1996; Jeffs y Khachatourians, 1997). Se 

estandarizaron suspensiones de conidios con Tween 80 0.05%, se centrifugaron 

(5000 rpm) durante 30 minutos a  temperatura ambiente. Los conidios recuperados 

después de desechar el sobrenadante se lavaron dos veces con agua destilada a 

una temperatura de 50°C; y se centrifugaron en las condiciones descritas.  

 Posteriormente de eliminar el sobrenadante  de la  tercera centrifugación, los 

conidios se resuspendieron en solución amortiguadora de acetatos (0.1M, pH 6). 

Posteriormente se hicieron mezclas iguales con tolueno, agitando durante 15 s y 

manteniéndose en refrigeración  durante 12 horas para separar los solventes. Se 

recuperó la fase acuosa excluida de la fase orgánica, y se midió la absorbancia a 600 

nm contra un testigo del mismo buffer de acetatos. La hidrofobicidad de los conidios 

se calculó  mediante la siguiente formula: 
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Donde,  

Hf = Hidrofobicidad de los conidios (%) 

ab0 = absorbancia de la suspensión de conidios en solución amortiguadora de 

acetatos 

abf = absorbancia de la fase acuosa excluida del solvente orgánico 

5.5 Análisis de datos 

5.5.1 Análisis estadístico 

 

Con los datos obtenidos se  realizó un Análisis de Varianza utilizando la prueba de 

Tukey para comparaciones múltiples a un nivel de significancia de α =0.05. Para las 

variables de crecimiento los parámetros analizados fueron: Vr, densidad superficial 

de conidios, viabilidad y número de conidios por larva. Los parámetros analizados 

para virulencia fueron: el tiempo al que se alcanza el 50% de mortalidad (TL50) y 

mortalidad máxima. Se usaron los programas  Minitab 14 (Minitab  Inc.) y SPSS para 

Windows versión 13 (SPSS Inc., Chicago, IL). 

 

5.5.2 Análisis de Componentes Principales  (ACP) 

  

Para determinar la correlación de las variables estudiadas se aplicó el método de 

estadística  multivariable  de Análisis de Componentes Principales  que consiste en 

transformar las variables originales en componentes principales, que son funciones 

lineales de las primeras (Manly, 1986). El primer componente principal (CP1) 

representa  la mayor porción de variabilidad de los datos y sucesivamente los 

componentes restantes (CP2, CP3, etc.) la mayor porción de variabilidad restante. 

Para interpretar el ACP es necesario considerar cuántos componentes principales 

logran una explicabilidad adecuada. Es ideal conseguir una reducción  a dos 
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dimensiones, ya que así es posible representar gráficamente en un diagrama 

(sistema de ejes de coordenadas cartesianas) a los resultados de ACP (Pérez-

López, 2005). Se puede considerar que la información más importante (Manly, 1986; 

Escalona-Buendía, 1995) que se genera mediante la aplicación de este método 

comprende: 

1. Las variables más importantes en la diferenciación de los tratamientos (2 

aislados silvestres de Beauveria bassiana [Bb 4 y Bb 88] y sus mutantes 

derivadas [Bb 42.2, 49.5; Bb 881.2, 882.2, 884.5, 885.2, 885.5 y 887.5]). 

2. La correlación que existe entre las variables (inversa, directa o ninguna 

relación). 

3. Las variables que caracterizan a cada tratamiento de estudio por presentar 

valores superiores al promedio de los demás materiales de estudio  lo que se 

ilustra en la Fig.  4. 

La obtención de diagramas en un plano facilita la interpretación del ACP ya que la 

información generada se visualiza más claramente. Por ejemplo, si se tienen dos 

variables no correlacionadas entre sí, estas se representan como vectores con un 

ángulo de 90° mientras que dos variables  con correlación igual a +1 tendrán 

vectores que forman un ángulo de cero grados. 

Respecto a los tratamientos, el hecho de estar ubicados cercanos entre sí indica 

comportamiento similar respecto a las variables medidas;  y la posición de los 

primeros respecto a los vectores indica la tendencia del valor obtenido en cada 

variable. En un vector (variable), los valores que tomaron los tratamientos aumentan 

en su dirección correspondiente, y el promedio de todos los valores se encuentra en 

el punto de origen (0,0).  
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Figura 4. Representación gráfica de los tratamientos A, B, C, D y E respecto a la variable X en 
un diagrama de  ACP. Los tratamientos B y D tienen valores superiores al valor promedio para 
esas variables X, A tiene un valor muy cercano al promedio, mientras que C y E tienen valores 
inferiores al promedio  para la variable X. 
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6. Resultados y Discusiones 
 

6.1 Viabilidad del hongo conservado en agua desionizada 

 
Se determinó la viabilidad de cada aislado antes de almacenar los viales en 

refrigeración. A los tres meses se presentó un rango de viabilidad  de  entre 25 hasta 

62%. El aislado  que mejor persiste en este método de conservación fue el comercial 

(62.37 ± 9.35 %); el más sensible  fue Bb 887.5 (24.05 ± 1.85%). El resto presentó un 

comportamiento intermedio (Fig. 5). Estos resultados muestran que el método de 

conservación afecta de igual manera tanto a aislados parentales como mutados. En 

ambos se observa declinación en su viabilidad a través del tiempo. 
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Figura 5. Por ciento de viabilidad de aislados conservados en agua desionizada a 4 °C. 

 
 

La viabilidad de cada aislado después de haber sido reactivados en medio 

AMS al 2% se muestra en la Figura 6. Se observó un nivel de viabilidad de  entre 58 
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y 90%. El aislado Bb 885.5 presentó una viabilidad de 90.01 ± 0.86 %,  mientras que 

el aislado con la más baja viabilidad fue Bb 887.5 (56.03 ± 6.57%). Estos valores 

representan una disminución de la viabilidad entre 2 y 40 % respecto a los valores 

antes de la conservación. Bajo estas condiciones de evaluación (al tercer meses), en 

general se observó una mejoría en el porcentaje de viabilidad  de la mayoría de los 

aislados respecto a la determinación directa de los viales de conservación que se 

mencionó anteriormente.  
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Figura 6. Por ciento de viabilidad de aislados conservados en agua desionizada a 4 °C, después 

de haber sido reactivadas. 
 
 

La conservación de HE en agua desionizada es un método simple y 

económico.  Además ha sido probado de forma exitosa en muchos otros hongos 

patógenos de animales y plantas (López-Lastra y col., 2002; Borman y col., 2006). A 

pesar del éxito ya probado, el pase frecuente sobre un hospedero o medio de cultivo 

puede incrementar el riesgo de contaminación, cambios morfológicos de crecimiento 

y a veces hasta la pérdida del hongo. Entre los HE, Ellis (1979) observó que algunas 

especies de los géneros Conidiobolus y Entomophthora, permanecieron viables en 
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agua desionizada durante más de año y medio en  condiciones semejantes a las 

probadas en este estudio. También, bajo condiciones similares, con agua 

desionizada, Rivera y col. (1998)  mostraron que tanto conidios como blastosporas 

de L. lecanii conservaron su viabilidad durante un periodo de tres años. Para B. 

bassiana se ha reportado que la conservación por este método mantiene la viabilidad 

y características morfológicas durante 3.5 años. Con  la adición de glicerol (10%) y  

almacenados 4 °C se encontró un tiempo de conservación de 1.6 años  según lo 

reportado por Mier y col. (2005), sin embargo no se reporta ningún dato sobre el 

efecto en la virulencia de los aislados evaluados. 

Todos los métodos empleados para conservar o preservar la vida y las 

características genéticas de los hongos, se basan fundamentalmente en la reducción 

o suspensión de su actividad metabólica (Mier y col., 2005).  En los HE, el efecto  de 

los subcultivos seriados ocasiona una atenuación de la virulencia, como medida 

precautoria se recomienda evitar las resiembras  frecuentes debido a la aparición de 

formas no esporulantes, mutaciones o alteraciones morfológicas de la colonia que en 

muchas ocasiones son originadas por elementos extracromosómicos como los 

micovirus (Melzer y col., 1998; Roberts y St Legar, 2004). La presencia de partículas 

de micovirus de  doble helice de RNA se ha reportado ampliamente en hongos 

filamentosos. En HE a principios de los 90s se reportó  la presencia de estas 

partículas de un tamaño de  cerca de 35 nm en Metarhizium anisopliae var. acridum 

y Metarhizium anisopliae var. anisopliae (Roberts y St Leger, 2004). Posteriormente  

se realizó una comparación entre aislados con ausencia y presencia de micovirus y  

se observó  que los primeros son mas virulentos que su contraparte debido a la 

presencia del micovirus, sin embargo, esta conclusión es tentativa (Roberts y St 

Leger, 2004).  

Otros factores como la temperatura y la humedad relativa  también tienen un 

efecto decisivo sobre el mantenimiento de la viabilidad y virulencia durante  periodos 

de tiempo prolongado. Borman y col. (2006) sugieren que el método de conservación 

en agua desionizada sea propuesto como un segundo método de conservación 

debido a que se ha observado pleomorfismo en ciertos aislados,  y utilizar la 
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liofilización o nitrógeno liquido (-196 °C) como método principal de conservación si se 

cuenta con el equipo especifico para estos métodos.  

6.1.2 Reaislamiento y caracterización de aislados 

 
El inóculo de la mayoría de los aislados se obtuvo de tubos de vidrio conteniendo 

agar inclinado conservados en refrigeración. En el aislado comercial se observó una 

contaminación con otro hongo, el cual fue eliminado por resiembra sucesiva. La 

recuperación del aislado Bb 4 fue posible después de realizar varias resiembras  en 

medio AMS 2% más extracto de levadura (0.5 g/L) hasta obtener colonias con 

crecimiento micelial y esporulación sin presencia de formas levaduriforme 

(crecimiento dimórfico), lo cual ha sido reportado para B. bassiana (Alves y col., 

2002). 

Durante la propagación, después de haber recuperado los 11 aislados, se 

observó una pigmentación de color rojizo en el medio de cultivo AMS 2% más EL 

(0.05%), el aislado  Bb 887.5  produjo el color más intenso (Figura 7). El color rojo es 

característico de uno de los metabolitos con actividad toxica y antibiótica que  

produce B. bassiana, la oosporina (Strasser y col., 2000b).  

 

 
Figura 7. Pigmentación  del medio cultivo sólido (AMS 2% más EL [ 0.05%]) por  B. bassiana. 
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6.1.3 Reactivación de aislados  y obtención de  cultivos monospóricos 

 

En este estudio, después de aislar cada  hongo mediante un cultivo monospórico a 

partir de material conservado se reactivó  cada aislado de Beauveria bassiana 

mediante la inoculación por inmersión de larvas de Tenebrio monitor. Los diferentes 

hongos se reaislaron a partir del insecto muerto (Figura 8) y obteniendo cultivos 

monospóricos. Para la obtención de cultivos monosporicos se utilizó desoxicolato de 

sodio con la finalidad de ayudar a la selección de la colonia monoespórica, en el 

medio de cultivo sólido. De esta manera se obtuvieron los 11 aislados (Bb 4,  Bb 88, 

Bb 42.2, 49.5, Bb 881.2, Bb 882.2, Bb 884.5, Bb 885.2, Bb 885.5, Bb 887.5 y Bb 

com) para la evaluación de los estudios posteriores. Con este procedimiento se 

intentó recuperar o retener las características morfológicas y de virulencia de cada 

aislado.  

Durante la propagación de los aislados en AMS al 2% más EL (0.05%) se 

observó que las colonias mostraron diferencias morfológicas, siendo el aislado Bb 88 

el que más se diferenció por la abundante producción de micelio, además de que 

tomó más tiempo en esporular (9 d) respecto al resto de los aislados. Por otro lado, 

la mutante Bb 885.2  produjo poco micelio y además, esporuló tempranamente (5 d) 

respecto al resto de los aislados. En cuanto al tiempo de esporulación, el resto de los 

aislados esporularon entre 5 y 9 d.  

 

Figura 8. Larvas de Tenebrio molitor infectados por B. bassiana. 
 

La virulencia de  HE es afectada por diversos factores como temperatura, la 

humedad, el estado nutricional del insecto;  pero también por otros factores  durante 
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el proceso de obtención de los conidios, como es la resiembra sucesiva sobre 

sustratos sintéticos que causan una reducción en el grado de virulencia hacia el 

insecto (Brownbridge y col., 2001). Hay algunos reportes donde mencionan la 

pérdida de virulencia en aislados de Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, 

Nomuraea rileyi, Paecilomyces farinosus y Lecanicillium lecanii (Brownbridge y col., 

2001, Ryan y col., 2002), mientras que para otros aparentemente retienen su 

virulencia después de resiembras sucesivas (Butt y Goettel, 2000, Brownbridge y 

col., 2001). Una de las alternativas  para incrementar y/o conservar la virulencia es 

reactivar el HE mediante inoculación en  insectos huéspedes vivos y su posterior 

reaislamiento una vez muerto el insecto (Jenkins y col., 1998). La potencial pérdida 

de virulencia es relevante en general en la conservación de aislados y también para 

la conservación de virulencia durante la realización de un  bioensayo (Brownbridge y 

col., 2001). En el caso de cepas comerciales la conservación de la virulencia es 

crítico debido al ciclo habitual de escalamiento de la fermentación (Jenkins y col., 

1998).   

Samsinakova y Kalalova (1982) mencionan la selección de mutantes de 

Beauveria bassiana a partir de cultivos monospóricos que presentaron un aumento 

en la virulencia en larvas de Galleria mellonela, sin embargo, no mostraron cambios 

en las caracteristicas morfológicas. Hall (1980) al evaluar la patogenicidad de  

aislamientos monospóricos y multiespóricos de L. lecanii  sobre Macrosiphoniella 

sanborni, en cultivos provenientes de medio artificial y pasados a través del insecto 

hospedante, no encontró diferencia significativa de patogenicidad entre ambos 

tratamientos.  

Estrada-Valencia y col. (1997) evaluaron cultivos monospóricos y 

multiespóricos  de Beauveria bassiana en cuanto producción de esporas, 

germinación, y virulencia sobre Hypothenemus hampei. Además, se evaluaron estos 

mismos parámetros para el caso de cultivos monospòricos reactivados y no 

reactivados (medio de cultivo suplementado con cutícula de broca de café). Los 

resultados en cuanto a virulencia no mostraron diferencias significativas entre 
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aislamientos monospóricos y multiespóricos, al igual que los monocultivos 

reactivados y no reactivados en broca de café. 

Estrada-Valencia y col. (1999) evaluaron cultivos monospóricos de Beauveria 

bassiana en cuanto a virulencia y germinación luego de tres subcultivos sin reactivar 

y  reactivados sobre Hypothenemus hampei. En sus resultados no se observó una 

relación directa entre mortalidad y otros parámetros, sin embargo, algunos aislados 

mostraron germinación alta y/o esporulación, características útiles en la selección de 

aislados. 

La variabilidad genética de los cultivos multiesporicos es atribuida a la mezcla 

de esporas que genera variaciones en las características fisiológicas, bioquímicas y 

genéticas, y puede ser minimizada mediante la obtención de cultivos monoespóricos, 

los cuales suministran información genómica de una sola espora (Estrada y col., 

1997). El aislamiento monospórico  asegura pureza genética, sin embargo, no se 

puede tener la certeza de la obtención de aislamientos genéticamente puros cuando 

se trata de esporas heterocarioticas o cuando se trata de generaciones de este 

aislamiento inicial, puesto que pueden presentarse mutaciones. Cabe resaltar que un 

solo aislamiento derivado de una célula  no es tan representativo del aislamiento 

original de una especie, como sucede cuando se realiza una transferencia de células 

en masa. 

De acuerdo a la literatura, no hay consistencia en los resultados sobre el uso 

de cultivos monosporicos y también sobre la reactivación de aislado. Sin embargo, es 

importante considerar que la variabilidad  en los resultados sobre la retención o 

perdida de virulencia, se puede deber a las diferentes metodologías empleadas en su 

estudio, como es la utilización de cultivos monospóricos o multiespóricos,  la 

utilización de medios de cultivo enriquecidos, etc., especialmente porque estos 

eventos pueden ocasionar atenuación de la virulencia debido a mutaciones al azar o 

también debido a las condiciones de cultivo (Brownbridge y col., 2001). Sin embargo, 

es deseable realizar estas dos actividades previas a la evaluación de las cepas 

debido a que ofrece algunas ventajas, como es, conservación de la virulencia. 
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6.1.4 Crecimiento radial  y producción de conidios in vitro  

 

La velocidad de crecimiento radial (mm/d) para cada aislado se muestra en la Tabla 

4. Los resultados presentaron diferencias significativas (P<0.05) para este parámetro 

con valores en un rango de entre 1.77 y 2.43 mm/d. Los aislados Bb 881.2 (2.43 ± 

0.03 mm/d), Bb 4 (2,43 ± 0.10 mm/d), Bb 887.5 (2.40 ± 0.05 mm/d), Bb 885.5 (2.38 ± 

0.02 mm/d), Bb 882.2 (2.31 ± 0.05 mm/d) y Bb 42.2 (2.29 ± 0.01 mm/d)  tuvieron la 

mayor velocidad de crecimiento radial.  

 
Tabla 4. Crecimiento radial  y producción de conidios de aislados de B. bassiana. 

Aislamiento Crecimiento radial Producción de conidios 

 Vr 
(mm/d) Error P <0.05 conidios/cm2

(x107) 
Error 
(x107) P <0.05 

Bb com 2.34 0.03 d, e 10.8 
 

0.007 
 

a, b 

Bb 881,2 2.43 0.03 e 75.6 
 

0.055 
 

f 

Bb 885,2 2.23 0.01 c, d, e 34.7 
 

0.047 
 

d 

Bb 49,5 1.77 0.12 a 13.4 
 

0.016 
 

a, b, c 

Bb 42,2 2.29 0.01 c, d, e 7.3 
 

0.008 
 

a, b 

Bb 4 2.44 0.10 e 7.5 
 

0.009 
 

a, b 

Bb 882,2 2.31 0.05 d, e 4.3 
 

0.006 
 

a, b 

Bb 887,5 2.40 0.05 e 60.6 
 

0.075 
 

e 

Bb 88 1.98 0.06 b 15.4 
 

0.020 
 

b, c 

Bb 885,5 2.38 0.02 d, e 22.3 
 

0.018 
 

c 

Bb 884,5 2.14 0.03 b, c, d 16.5 
 

0.018 
 

b, c 

Las letras distinguen los grupos que resultaron de la prueba de medias (Tukey; P<0.05). 
 

Mientras que el aislado Bb 49.5 (1.77 ± 0.12 mm/d) tuvo la menor velocidad de 

crecimiento radial. De manera general se observa que las mutantes provenientes de 

Bb 4 tuvieron una disminución en el crecimiento radial respecto a este aislado. En 
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cuanto a las mutantes derivadas de Bb 88 parental se observa un crecimiento radial 

superior.  

La velocidad de crecimiento es un indicativo de la capacidad del hongo para 

invadir los sustratos donde crece, pero también puede estar relacionado con su de 

capacidad para crecer sobre la cutícula, como estrategia competitiva  contra otros 

microorganismos durante el ciclo saprófitico, acelerando la rápida infección del 

hospedero (Varela y Morales, 1996; Liu y col., 2003).  

Respecto a la evaluación de la densidad superficial de producción de conidios 

(Φ) en cajas Petri también se presentaron diferencias significativas entre aislados 

(P<0.05) (Tabla 4). Referente a los aislados parentales (Bb 4, Bb 88 y Bb com), no 

mostraron diferencias significativas entre ellos en cuanto a esta evaluación. Sin 

embargo, de manera general, el aislado Bb 881.2 produjo la mayor cantidad de 

conidios ([75.6 ± 0.055] [x 107 ] conidios/cm2), mientras que el aislado comercial 

([10.8 ± 0.007] [x 107 ] conidios/cm2),  Bb 882.2 ([13.4 ± 0.016] [x 107 ] conidios/cm2), 

Bb 4 ([7.5 ± 0.009] [x 107 ]  conidios/cm2),  Bb 42.2 ([7.3 ± 0.008] [x 107 ] 

conidios/cm2) y Bb 49.5 ([13.4 ± 0.016] [x 107 ] conidios/cm2) presentaron  la más 

baja producción de conidios. 

Los parámetros fisiológicos Vr y densidad de conidios se normalizaron para 

obtener la Figura 9. Los aislados del cuadrante I son los mejores de acuerdo a estas 

dos variables de crecimiento (Bb 881.2, Bb 887.5); se desarrollaron rápidamente y 

presentaron alta esporulación, características que son de vital importancia como 

estrategia competitiva frente a otros microorganismos. En el cuadrante II  se 

encuentran los aislamiento parentales (Bb 4, Bb 88 y Bb com)  junto con 5 

aislamientos obtenidos de los aislamientos mutantes. Respecto al cuadrante IV  

vacío, indica que no hubo aislados con crecimiento pobre que presentaran 

abundante densidad de conidios. 

La relación C/N del medio utilizado para la determinación de estas variables 

fue de aproximadamente 26:1. Safavi y col. (2007) reportan que el  crecimiento radial 

y la producción de conidios no únicamente varía entre especies o aislados, sino 

también con la relación C/N del medio cultivo utilizado para su crecimiento. Estos 
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autores obtuvieron la máxima producción de conidios de B. bassiana en medio con 

baja relación C/N de 10:1. Resultados similares también se han obtenido de cepas B. 

bassiana y  M. anisopliae utilizando medio de cultivo agar papa dextrosa (PDA; 

relación C/N  10:1) (Wyss y col., 2001; Kamp y Bidochka, 2002). Mas recientemente, 

Gao y col. (2007) evaluaron la influencia en el crecimiento y esporulación de 

diferentes relaciones  C/N y concentraciones de carbono de varios hongos de control 

biológico. Sus resultados indican que el crecimiento y esporulación depende más de 

la relación C/N que de la concentración de carbono, pero que también se debe 

considerar  a la cepa y  los componentes del medio de cultivo. 
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Figura 9. Distribución de aislados de B. bassiana sobre un plano formado por valores relativos 
de velocidad radial (Vr) y densidad de esporas (ρ). 

 

De manera específica, la producción de conidios por cm2 para el aislado Bb 

881.2, con un tiempo de cosecha de 8 días de cultivo, fue 78 veces superior a lo 

reportado por Kamp y Bidochka (2002) utilizando  medio ADS al 4 % y un tiempo  de 

incubación de 2 semanas. Estos autores mencionan que la producción óptima de 

conidios de B. bassiana y  M. anisopliae depende del tipo de aislado y medio de 

cultivo, pero además, de la profundidad del agar en la caja del cultivo. 
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  Respecto a la relación entre estas variables y la virulencia, Feng y Johnson 

(1990) encontraron que los aislados de B. bassiana más virulentos contra Diuraphis 

noxia fueron los que tuvieron  una esporulación superior al resto de las cepas 

evaluadas, lo que permite considerar que Bb 881.2 tenga dicho potencial. Sin 

embargo, Estrada-Valencia y col. (1997) al caracterizar cultivos monospóricos  y 

multiespóricos de un mismo aislado de B. bassiana  no encontraron una relación 

directa entre el nivel de esporulación y la patogenicidad contra Hypothenemus 

hampei.  

La conidias son las unidades infectivas de los HE y su estudio es esencial 

para tener consistencia en su producción durantes las prácticas comerciales o de 

laboratorio. Pero si se muestra que la abundancia superficial de conidios está 

correlacionado con la virulencia, resulta más valioso. 

 

6.2 Hidrofobicidad de conidios 

 

Previo a la realización del bioensayo se determinó este parámetro. En la Figura 10  

se observa la hidrofobicidad mostrada por los conidios de  10 días de incubación en 

AMS al 2% adicionado con avena al 3%. Del Análisis de Varianza  y prueba de 

medias  se encontró que sí hubo diferencia significativa en cuanto al porcentaje de 

hidrofobicidad entre los aislados evaluados (P<0.05), se formaron tres grupos, los 

que pertenecen al grupo c son los de mayor hidrofobicidad (Figura 10). El aislado Bb 

49.5  tuvo el valor más bajo (61.91 ± 3.55 %), mientras que el aislado que presentó 

hidrofobicidad del 100 % fue Bb 884.5. Al comparar únicamente a los aislados 

parentales se observó que no hay diferencia significativa entres ellos. En cuanto a los 

aislados provenientes de Bb 4, se observa un descenso en el porcentaje de 

hidrofobicidad. Respecto a los mutantes provenientes del parental Bb 88 todos 

mostraron valores muy similares, excepto el aislado Bb 884.5 con valores altos de 

hidrofobicidad (99.25 %). La hidrofobicidad es debida también a las condiciones de 
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cultivo  liquido, sólido o en la naturaleza sobre la cutícula del insecto (Hegedus y col., 

1992). 

 

 
Figura 10. Hidrofobicidad de conidios B. bassiana  de diez días de cultivo.   
Las letras distinguen los grupos que resultaron de la prueba de medias (Tukey; P<0.05). 
 
 

La hidrofobicidad es un factor importante en la evaluación de un bioinsecticida 

ya que es un indicativo de la adhesión a la cutícula del insecto; aunado a lo anterior, 

es un factor no específico de virulencia, que depende del tipo de insecto y 

entomopatógeno (Boucias y col., 1988; Hegedus y col., 1992), por lo que resulta de 

utilidad para la comparación de diversos aislados y relacionar esta característica con 

la virulencia. La principal vía de infección para HE es a través del tegumento del 

insecto hospedero, y un prerrequisito  para iniciar el proceso de infección es la unión 

de la conidia al tegumento del insecto. La unión de la conidia a la cutícula es un 

proceso de dos pasos. Primero, se efectúa  una adhesión no específica de la conidia 

con el tegumento que es mediado por interacción hidrofóbica de la epicutícula del 

insecto y la pared celular de las conidas. El segundo paso es una unión específica, 

es mediado a través de la asociación entre antígenos de la superficie de la conidia  y 

la cutícula del hospedero (Jeffs y Khachatourians, 1997). Además las capas 
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hidrófobicas  exteriores de las conidias las protegen contra condiciones adversas en 

el ambiente (Boucias y col., 1988). Por lo tanto, la hidrofobicidad  es una 

característica importante para determinar si las conidias de B. bassiana poseen el 

potencial requerido para ser utilizados como bioinsecticidas. 

6.3 Biensayo  

6.3.1 Evaluación de la viabilidad de conidios  

 

Después de realizar las pruebas de viabilidad, mediante cámara húmeda por el 

método de Monzón (2001), los 11 aislados presentaron un intervalo de viabilidad de 

50 y 87% a las 20 h. Del Análisis de Varianza  y pruebas de comparaciones multiples  

se encontró que existen diferencias significativas entre los aislados evaluados 

(P<0.05).  Numéricamente la viabilidad del aislado Bb 881.2 fue superior al resto 

(87.07 ± 7.66%), sin embargo, solo hubo diferencia significativa con el aislado Bb 

884.5 (50.14 ± 8.96%) y Bb 49.5 (67.10 ± 4.87%). Al comparar a los aislados 

parentales se observa que no hay diferencias significativas entre ellos.  Los 

resultados de esta variable de crecimiento se muestran  a continuación (Figura 11). 
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Figura 11. Por ciento de viabilidad de conidios  de B. bassiana a las 20 h utilizadas en el bioensayo. 
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Respecto a los aislados provenientes de Bb 4, se observa que no hubo 

diferencias significativas. En cuanto a los aislados provenientes de Bb 88 se observó 

que Bb 884.5 se afectó significativamente su viabilidad, este mostró el valor  más 

bajo (50.14%) comparado con el resto de aislamientos provenientes del mismo 

aislado silvestre. Al seleccionar aislados con una rápida germinación permitirá tener 

mayor probabilidad de éxito en campo, ya que los aislados con una lenta 

germinación, pueden ser afectados por variaciones ambientales. Comúnmente la 

germinación se evalúa a las 24 h (Goettel e Inglis, 1997), sin embargo, es 

recomendable evaluar este parámetro desde las 12 h, hasta 48 ó 72 horas, para 

tener una mejor idea del potencial del aislamiento en combinación con su virulencia 

según lo reportado por Posada y Vega (2005).  
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6.3.2 Prueba de virulencia 

 

En esta etapa, todos los aislados se probaron sobre larvas de Tenebrio molitor. Los 

parámetros medidos fueron: mortalidad máxima, tiempo letal 50 (TL50) y cantidad de 

conidios producidos por cadáver (Tabla 5).  Todas los aislados de B. bassiana 

causaron distinto grado de mortalidad a larvas de Tenebrio molitor. Además, en 

cuanto a mortalidad máxima (%) mostraron diferencias significativas entre aislados; 

al realizar la prueba de medias (Tukey; P<0.05), se formaron 5 grupos. 

 
 

Tabla 5. Tiempo letal 50 (d) y Mortalidad Máxima de aislados de B.  bassiana sobre larvas de 
Tenebrio molitor. 

 
Aislado 

 
TL50 
(d) 

 
Mortalidad Máxima

(%) 
Bb com 4.78 ± 0.27 a 100 ± 0.00 e 

Bb 881,2 6.31 ± 0.84 ab 97.92 ± 4.17 de 

Bb 885,2 5.91 ± 0.56 ab 97.92 ± 4.17 de 

Bb 49,5 6.29 ± 0.69 ab 87.50 ± 8.33 de 

Bb 42,2 6.60 ± 0.60 ab 86.74 ± 11.56 de 

Bb 4 6.53 ± 0.20 ab 85.04 ± 8.14 cde 

Bb 882,2 6.27 ± 0.49 ab 85.00 ± 3.33 cde 

Bb 887,5 6.76 ± 0.65 ab 81.25 ± 4.17 bcd 

Bb 88 7.73 ± 1.52 b 63.83 ± 10.39 abc 

Bb 885,5 7.81 ± 1.56 b 60.98 ± 3.06 abc 

Bb 884,5 -- 45.83 ± 4.81a 

Valores seguidos de la misma letras no presentaron diferencia significativa (P<0.05). 

 

 Los aislados que pertenecer al grupo e causaron el mayor porcentaje de 

mortalidad, Bb comercial, Bb 881.2, Bb 885.2, Bb 49,5,  Bb 42,2, Bb 4  y  Bb 882,2. A 
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su vez, los aislados que causaron el menor porcentaje de mortalidad fueron, grupo a: 

Bb 88, Bb 885,5 y Bb 884,5 (Tabla 4, Figura 12).  

El aislado Bb 4 y sus mutantes presentaron un comportamiento similar de 

mortalidad máxima  sobre Tenebrio molitor;  aunque el aislado comercial 

numéricamente fue superior a ellos, en la prueba de medias no presentó diferencia 

significativa (P<0.05). (Figura 12). Sin embargo, para el aislado 88 se obtuvieron 

mutantes superiores al parental respecto a mortalidad máxima (Tabla 5).  En el 

control negativo no se observó mortalidad (Figura 12). 

Para el parámetro TL50 se hallaron diferencias significativas formándose  dos 

grupos entre los aislados evaluados (Tabla 5). El TL50 de los aislados más agresivos 

fue para Bb comercial (4.76 ± 0.27 d), seguida de la cepas mutante Bb 885.2 (5.91 ± 

0.55 d) y Bb 882.2 (6.26 ± 0.49 d), entre estos aislados no se encontró diferencia 

significativa (P<0.05). Para el aislados Bb 884.5 no fue posible calcular este 

parámetro debido a que la mortalidad máxima alcanzada fue inferior al 50% (45.83 

%). Respecto a la comparación de los aislado Bb 4, Bb 88 y sus respectivas 

mutantes no se observo diferencia significativa respecto al TL50 (Tabla 5).  

El TL50  varió en un rango de 4.8 a 7.8 días para los once aislados evaluados. 

Safavi y col. (2007) reportan valores de TL50 entre 3.05 y 8.86 días para B. bassiana 

en larvas de Tenebrio molitor. Sin embargo, durante  el desarrollo del biensayo, los 

insectos fueron mantenidos sin alimento. Estas circunstancias debilita al insecto, 

haciéndolos más susceptible a la infección por B. bassiana y por lo tanto la 

mortalidad de los insectos no solo depende del efecto por B. bassiana, sino también 

por otros factores (inanición). Existen datos de mortalidad de 100%, reportados por 

Wang y col. (2002) en larvas de T. molitor después de 4 días de inoculación con M. 

anisopliae, con un tiempo de inmersión de 15 segundos. 

En cuanto a la observación de la pigmentación del medio de cultivo, la 

intensidad de la pigmentación del medio no se correlacionó de manera positiva con  

aislados más virulentos (TL50 y mortalidad máxima). Al respecto, Varela y Morales 

(1996) observaron que los aislados con  pigmentación  de la colonia visto a través del 

agar tuvieron una pobre virulencia contra la broca de café. Por otro lado Feng y 
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Johnson (1990) observaron diferentes intensidades de coloración a través del agar 

por esta toxina, el cual sí se correlacionó positivamente con los aislados más 

virulentos. 
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Figura 12. Mortalidad acumulada de Tenebrio molitor por aislados de B. bassiana. 
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Es importante resaltar  que el incremento de la virulencia de los aislados 

mutantes más agresivos (Bb 881.2 y Bb 885.2) con respecto a la silvestre (Bb 88) fue 

de un 24 %, comparando los correspondientes valores de TL50. Utilizando 

aislamientos manipulados genéticamente, Fan y col. (2007), obtuvieron datos 

similares de virulencia.  Estos autores quienes reportan un incremento en virulencia 

con una mejora de este parámetro del 23%, para B. bassiana. 

 Es importante mencionar que en México no está permitido la liberación de 

organismos transgénicos (Ley de Bioseguridad, 2005), sin embargo, para HE 

mejorados por UV no tienen esta limitante. En cuanto al incremento de mortalidad 

máxima  para los mejores aislados (Bb 881.2 y Bb 885.2) respecto al aislado 

silvestre, se mejoró en un 35%, sin embargo, para el aislado Bb 884.5 este 

parámetro se vio afectado en  un 28%.  

Por otro lado,  las diferencias en el grado de virulencia pueden deberse a 

distintas mutaciones pleiotrópicas, puesto que la mutación en estos aislados fue al 

azar (Hegedus y Khachatourians, 1994; Robledo y col., 2004).  Además, es 

necesario considerar que los aislados silvestres estudiados provienen de diferentes 

orígenes geográficos, lo que tiene efecto en las variables de virulencia medidas en 

condiciones controladas (Alves, 1998; Coates y col., 2002).  

 

6.3.3 Producción de conidios en larvas muertas 

 

La determinación de la cantidad de conidios producidos por cadáver (Ф) de Tenebrio 

molitor se estimó después de 12 días, esto para asegurar que B. bassiana 

completara su ciclo de vida (saprogénesis)(Posada y col., 2005). La cantidad de 

conidios por larva se muestra en la Figura 13. La prueba de medias mostró diferencia 

significativa (Tukey; P<0.05) entre el aislado comercial y los aislados Bb 885.2, Bb 4 

y Bb 42.2, estos últimos fueron superiores.  Al comparar a los aislados parentales, se 

observa que hay diferencias significativas entre los tres, siendo Bb 4 el que produjo 

la mayor cantidad de conidios por larva. En cuanto a los aislados mutantes  de Bb 4, 
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hubo una declinación en la producción de conidios por larva. Con relación a los 

aislamientos provenientes de Bb 88, la mayoría mostró un comportamiento similar, 

excepto Bb 885.2 que fue superior a su parental y al resto (Figura 13) 

Figura 13. Producción de conidios  de Beauveria bassiana sobre larvas de Tenebrio molitor. 
Barras con  la mismas letras no presentaron diferencia significativa (P< 0.05). 
 

Los parámetros fisiológicos mortalidad máxima y cantidad de conidios por 

larva muerta se normalizaron para obtener la Figura 14. Los aislados del cuadrante I 

(Bb 885.2, Bb 4 y Bb 42.2) son las mejores para estas dos variables. Como se 

mencionó anteriormente,  en cuanto a mortalidad máxima no hay diferencia 

significativa entre el aislado comercial y los aislados del cuadrante uno, sin embargo, 

en cuanto a cantidad de conidios por larva, los aislados del cuadrante I producen 

prácticamente el doble que el aislado comercial; una característica de gran 

importancia en la selección de mejores aislados.  Por otro lado la mayoría de los 

aislados  están en el cuadrante II, con características de producción de conidios por 

debajo del promedio y con mortalidad máxima por arriba del promedio, de hecho dos 

de los aislados mas virulentos (Bb 881.2 y Bb com) se encuentran en este cuadrante.  

En cuanto a la ubicación en el plano para estas dos variables  respecto a  los 
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aislados parentales se muestra que Bb com y Bb 88 están en el cuadrante II y que el 

aislado Bb 4 esta ubicado en el cuadrante I, sobresaliendo para ambas variables. Por 

otro lado, el cuadrante IV  vacío, indica que no hubo aislados que causaran una 

pobre mortalidad y que produjeran abundante conidias sobre insectos muertos. 
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Figura 14. Distribución de aislados de B. bassiana sobre un plano formado por valores relativos 
de mortalidad máxima (%) y cantidad de conidios por larva muerta (Ф). 

 
 

Respecto a los aislados que produjeron pocos conidios, cuadrante II y III, hay 

diversas razones que pueden explicarlo, tales como la afectación para aprovechar 

nutrientes o la carencia de factores esenciales requeridos para el desarrollo de las 

conidias (Gottwald y Tedders, 1984; Tanada y Kaya, 1993). La capacidad de 

esporulación del hongo sobre su hospedero es fundamental para la diseminación de 

la enfermedad en condiciones de campo, ya que permite reinfecciones  a partir de 

insectos muertos (Gottwald y Tedders, 1984; Tefera y Pringle, 2003). La dispersión 

de unidades infectivas hacia nuevos hospederos representa una fase bastante crítica 

del ciclo del patógeno, debido a la acción negativa de algunos factores abióticos 

como la temperatura y radiación UV. Edginton y col. (2000) observaron que los 
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conidios de B. bassiana son desactivados completamente después de 1 h a la 

exposición a la luz solar. Por otro lado, un mayor número de conidios producido por 

cadáver compensaría parcialmente la elevada desactivación de conidios por las 

condiciones ambientales, impidiendo la re-infección de nuevos hospederos (Hajek y 

St Leger, 1994). De acuerdo a esto, los aislados Bb 885.2 y Bb 4 son los más 

promisorios, debido a que producen abundante conidias por insecto muerto, además 

de que mostraron valores de TL50  superiores al promedio de todos los aislados. 

Como se mencionó,  la producción de conidios de B. bassiana sobre 

cadáveres provee  una fuente de inóculo fresco directa sobre el agroecosistema. 

Pero además, el hongo al pasar por el hospedero, mantiene la virulencia (Tanada y 

Kaya, 1993; Lomer y col., 2001; Brownbridege y col., 2001; Jenkins y col., 1998). De 

manera interesante, el aislado Bb 885.2 produjo abundante conidias tanto en  medio 

de cultivo artificial como en el insecto muerto, esto representa una ventaja comercial 

respecto a costos de producción de conidios en sustrato artificial.  En la tabla 6 se 

presenta un resumen de todas las variables evaluadas  en este estudio. 
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Tabla 6. Resumen de  variables de crecimiento  y parámetros de virulencia  e hidrofobicidad  obtenidos de  diferentes aislados de B. 
bassiana. 

 
Aislamiento 

 
Hf (%) 

 
Viabilidad (%)

 
Vr (mm/d) 

 
conidios/cm2 

(x107) 

 
TL50 (d) 

 
Mortalidad 
Máxima (%) 

 
conidios/larva

(x107) 
Bb com 90.83 ± 11.31 

bc 
84.47 ± 7.66 

bc 
2.34 ± 0.03

de 
10.8 ± 0.007 

ab 
4.78 ± 0.27

a 
100 ± 0.00 

e 
13.21± 3.07 

bc 
Bb 881,2 85.93 ± 9.49 

bc 
87.07 ± 7.66 

c 
2.43 ± 0.03

e 
75.6 ± 0.055 

f 
6.31 ± 0.84

ab 
97.92 ± 4.17 

de 
2.44 ± 0.37 

a 
Bb 885,2 81.99 ± 4.09 

b 
68.80 ± 2.42 

b,c 
2.23 ± 0.01

cde 
34.7 ± 0.047 

d 
5.91 ± 0.56

ab 
97.92 ± 4.17 

de 
26.54 ± 5.91 

d 
Bb 49,5 61.92 ± 3.55 

a 
67.10 ± 4.87 

b 
1.77 ± 0.12

a 
13.4 ± 0.016 

abc 
6.29 ± 0.69

ab 
87.50 ± 8.33 

de 
2.78 ± 0.59 

a 
Bb 42,2 83.19 ± 5.40 

bc 
71.52 ± 4.90 

bc 
2.29 ± 0.01

cde 
7.3 ± 0.008 

ab 
6.60 ± 0.60

ab 
86.74 ± 11.56

de 
20.38 ± 2.51 

cd 
Bb 4 91.69 ± 4.38 

bc 
69.64 ± 3.34 

bc 
2.44 ± 0.10

e 
7.5 ± 0.009 

ab 
6.53 ± 0.20

ab 
85.04 ± 8.14 

cde 
27.58 ± 2.63 

d 
Bb 882,2 77.83 ± 7.15 

ab 
78.11 ± 8.67 

bc 
2.31 ± 0.05

de 
4.3 ± 0.006 

ab 
6.27 ± 0.49

ab 
85.00 ± 3.33 

cde 
12.75 ± 2.38 

b 
Bb 887,5 85.78 ± 1.42 

bc 
79.08 ± 2.18 

bc 
2.40 ± 0.05

e 
60.6 ± 0.075 

e 
6.76 ± 0.65

ab 
81.25 ± 4.17 

bcd 
4.33 ±  0.75 

a 
Bb 88 87.78 ± 0.91 

bc 
75.88 ± 9.36 

bc 
1.98 ± 0.06

b 
15.4 ± 0.020 

bc 
7.73 ± 1.52

b 
63.83 ± 10.39

abc 
3.13 ± 0.62 

a 
Bb 885,5 82.14 ± 2.19 

b 
77.34 ± 6.55 

b,c 
2.38 ± 0.02

de 
22.3 ± 0.018 

c 
7.81 ± 1.56

b 
60.98 ± 3.06 

abc 
1.75 ± 0.27 

a 
Bb 884,5 99.25 ± 0.03 

c 
50.14 ± 8.96 

a 
2.14 ± 0.03

bcd 
16.5 ± 0.018 

bc 
-- 45.83 ± 4.81 

a 
6.19 ± 2.00 

ab 
Las letras distinguen los grupos que resultaron de la prueba de medias (Tukey; P<0.05).
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6.4 Análisis de correlación de variables mediante Análisis de 
Componentes Principales  

El análisis del diagrama generado mediante ACP para las variables medidas 

se muestra en las Figuras 15a y 15b. 

 

Figura 15. Diagrama derivado del Análisis de Componentes Principales con los 
vectores de cada variable (medidos en B. bassiana). a) CP1 vs. CP2, b) CP1 vs. CP3 
(82.1% de varianza explicada acumulada de los tres primeros componentes). Donde, V 
= viabilidad, Hf = hidrofobicidad, ρ = densidad superficial de conidios en cajas Petri, Φ 
= cantidad de conidios producidos por larva muerta, TL50 =tiempo al qué se alcanzó el 
50% de mortalidad y M = por ciento de mortalidad máxima (%). 
 

Las Figs. 15a y 15b muestran que hay una correlación positiva entre la 

variable por ciento de mortalidad máxima y las variables viabilidad (r = 0.588), 

ρ (r = 0.236), y Vr (r = 0.221); siendo en la viabilidad en donde se obtiene la 

mayor correlación con esta variable (r = 0.588) (Fig. 15a y Tabla 7). Es 

importante destacar que los parámetros V, ρ, y Vr  se midieron previo del 

bioensayo. En literatura se ha reportado que la viabilidad  es una de las 

características que más se ha correlacionado de manera positiva con la mayor 

virulencia (Hall, 1984; Samuels y col., 1989; Varela y col., 1996; Altre y col., 

1999; Safavi y col., 2007); en este estudio, se demostró  que los aislados más 

virulentos se correlacionaron de manera positiva con la más alta capacidad de 

germinación (Bb 881.2 y Bb comercial). Asimismo en esta  gráfica puede 

observarse  una correlación positiva entre la variable TL50 y viabilidad (Figura 
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15) debido a que entre sí tienen un  ángulo menor a 90°,  además el 

coeficiente de correlación entre estas variables es mayor que el resto (r = 

0.67) (Tabla 7).   

También en las Figs. 15a y 15b se observa una correlación positiva 

entre las variables ρ, Φ y el por ciento de mortalidad máxima en ambos 

diagramas (Fig. 15a y15b), aunque el grado de correlación lineal es bajo. La 

Tabla 7 muestra el coeficiente de correlación lineal  para las variables, M y Φ 

(r = 0.425), y M y ρ (r = 0.236). En cuanto a la hidrofobicidad de los conidios 

se observó una relación inversa respecto al por ciento de mortalidad máxima 

(%)(r = -0.355)  y TL50 (-0.492) en ambas figuras (Fig. 15a y 15b) y también en 

la Tabla 7.   

 
Tabla 7. Matriz de correlación para cada combinación de par de variables. 

  ρ Vr V Hf Φ TL50 M 
Correlación ρ 1.000 0.334 0.397 0.068 -0.350 0.120 0.236 
  Vr 0.334 1.000 0.443 0.514 0.301 0.107 0.221 
  V 0.397 0.443 1.000 -0.158 -0.168 0.670 0.588 
  Hf 0.068 0.514 -0.158 1.000 0.172 -0.492 -0.355 
  Φ -0.350 0.301 -0.168 0.172 1.000 -0.004 0.425 
  TL50 0.120 0.107 0.670 -0.492 -0.004 1.000 0.367 
  M 0.236 0.221 0.588 -0.355 0.425 0.367 1.000 
valor p ρ  0.158 0.113 0.421 0.146 0.363 0.243 
  Vr 0.158  0.086 0.053 0.184 0.377 0.256 
  V 0.113 0.086  0.321 0.311 0.012 0.029 
  Hf 0.421 0.053 0.321  0.306 0.062 0.142 
  Φ 0.146 0.184 0.311 0.306  0.495 0.096 
  TL50 0.363 0.377 0.012 0.062 0.495   0.134 
  M 0.243 0.256 0.029 0.142 0.096 0.134   

 

La Tabla 8 muestra las ecuaciones de regresión simple y múltiple que 

se obtuvieron considerando las variables de crecimiento medidos previo al 

bioensayo, así como la  producción de conidios por larva muerta evaluado 

después del biensayo. Con estas ecuaciones se pretende estimar el por ciento 

de mortalidad máxima y TL50 utilizando esta información. Los modelos 

obtenidos muestran que la ecuaciones 1 y 2 son las que mejor predicen el por 

ciento de mortalidad máxima. En cuanto a los modelos de TL50, la ecuación 5 

es la que mejor predice esta variable. 
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Tabla 8. Ecuaciones de regresión múltiple para las variables respuestas TL50 y 
mortalidad máxima. 
Variable Modelo Coeficiente de 

correlación  
(r) 

Ecuación

M VM += 9.6  0.5863 1 
 ρ101027 −++= xVM  0.5863 2 

 Φ++−= −81045.916.115 xVM  0.7914 3 
 ρ101078.743.303.160.12 −+−+= xVVM r

0.5874 4 

TL50 VTL 16.09.1850 −=  0.7582 5 

 
rVVTL 781.117.013.1650 +−=  0.774 6 

 ρ08.231.119.077.1750 ++−= rVVTL  0.8011 7 

 

Es importante mencionar que en la interpretación del ACP se engloba a 

todas las variables medidas en la colección de aislados, y que las 

observaciones antes realizadas son una tendencia general que abarca a todas 

estas variables. Sin embargo de manera particular, hubo algunos aislados, los 

de mayor virulencia (Bb 881.2 y Bb 885.2) que se correlacionaron de manera 

más efectiva  con las variables de crecimiento viabilidad, velocidad de 

crecimiento radial y producción de conidios en caja Petri (Tabla 6 ). 

La ubicación de cada aislados en el plano de  ACP  y las respectivas 

variables que los caracterizan se muestra en la Fig. 16. Se observa que el 

aislado Bb 884.5 es diferente respecto al resto, debido a que destaca por sus 

valores distintos.  

Esta correlación positiva entre algunas variables de crecimiento con la 

virulencia, observaciones derivadas del ACP,  coinciden parcialmente con lo 

reportado en la literatura,  donde se ha observado que algunos aislados más 

virulentos presentan fenotipos de crecimiento que incluyen altas velocidades 

de  germinación (Samuels y col., 1989; Khachatourians, 1996; Altre y col., 

1999; Varela y col., 1996; Safavi y col., 2007), de crecimiento (Samuels y col., 

1989; Khachatourians, 1996; Varela y col., 1996) y densidad superficial de  

esporulación (Feng y col., 1990; Khachatourians, 1996; Varela y col., 1996).  
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Sin embargo, es importante señalar que tratar de explicar el grado de 

virulencia considerando solo fenotipos de crecimiento o algunas 

características morfológicas es limitado, debido a que para algunas 

combinaciones de aislados-hospedero estas características o algunas no 

están relacionados con la virulencia o no se observó una relación efectiva, sin 

embargo, como se mencionó anteriormente para algunos aislados estas 

características si se relacionaron con fenotipos virulentos hacia Tenebrio 

molitor. Además, B. bassiana emplea múltiples mecanismos de acción durante 

el proceso de infección de su hospedero, que comprende varios pasos, 

muchos de los cuales no están dilucidados, particularmente a nivel molecular 

(Talaei-Hassanloui y col., 2006; Cho y col., 2006).  
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Figura 16. Diagrama derivado del análisis de componentes principales  de las variables evaluadas  así como la ubicación de cada 
aislados de B. bassiana en el plano. a) CP1 vs. CP2, b) CP1 vs. CP3 (82.1% de varianza explicada acumulada de CP1 a CP3). Donde, V = 
viabilidad, Hf = hidrofobicidad, ρ = densidad superficial de conidios en cajas Petri,  = cantidad de conidios producidos por larva muerta, 
TL50 =tiempo al qué se alcanza el 50% de mortalidad y M = mortalidad máxima (%). 
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7. Resumen de resultados 
 
 
Derivado del estudio efectuado es posible mencionar las observaciones más 

importantes: 

 

1. El método de conservación en agua desionizada después de  3 meses  

presentó un rango de viabilidad entre 25%  y 62% (directamente del vial). 

Sin embargo, después de una resiembra a los tres meses la viabilidad 

aumentó considerablemente (50-90 %), donde los aislado Bb 885.2 y Bb 

885.5 presentaron los valores más altos.  También se puede decir que el 

método de conservación afectó de igual manera tanto a aislados 

parentales como mutados; se observó declinación de la viabilidad a través 

del tiempo.  

 

 

2. Los aislados que mostraron una mayor viabilidad, Vr, densidad de conidios 

en cajas Petri, fueron los de mayor virulencia; estas variables de 

crecimiento se midieron previo al bioensayo. La baja viabilidad del aislado  

Bb 884.5 explica su pobre virulencia y no su alta hidrofobicidad. Por lo 

tanto las diferencias en los parámetros de crecimiento pueden explicar  los 

diferentes grados de virulencia. 

 

3. La afirmación previa fue corroborado mediante el Análisis de Componentes 

Principales  que se utilizó para indagar interrelaciones entre variables de 

estudio. Se encontraron relaciones parciales entre variables de crecimiento 

y virulencia de B. bassiana al ser ensayados en larvas de Tenebrio molitor, 

el por ciento de mortalidad máxima (%) se correlacionó de forma notoria 

con las variables en este orden, viabilidad de conidios, producción de 

conidios en caja Petri (densidad superficial) y velocidad radial.  
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4. En cuanto a la hidrofobicidad de los conidios, no se observó ninguna 

relación clara con la virulencia. 

 

5. El aislado Bb 885.2 produjo más del doble de conidios por larva infectada 

comparada con el aislado comercial, por lo que podría ser considerado 

para estudios posteriores con la idea de llegar a ser una opción para un 

formulado comercial. 

 

6. Aunado a lo anterior, se logró mejorar hasta en un  24% el TL50 del aislado 

Bb 885.2 en relación al aislado parental;  en cuanto a mortalidad máxima 

(%) se incrementó hasta en un 35% para los aislados mutantes Bb 881.2 y 

Bb 885.2 en relación a su aislado parental. 

 

 

7. De la colección de aislados evaluados se vio que existen al menos dos (Bb 

881.2 y Bb 885.2) con características interesantes de virulencia (porcentaje 

de mortalidad máxima) similares al aislado comercial en los parámetros 

evaluados. Estos pueden ser seleccionados para estudios posteriores. 

 

8. Este método de evaluación y selección de aislados  puede ser utilizado 

como estrategia para  seleccionar aislados más virulentos.  De manera que 

se evalúen solo aquellos parámetros que se correlacionaron positivamente 

con la virulencia. 
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8. Conclusión 
 
 

Se demostró que la V de los conidios, variable de crecimiento que se midió previo al 

bioensayo, fue el de mayor correlación positiva (r = 0.588) con la virulencia, las 

demás variables de crecimiento Φ (0.425),  ρ (r = 0.236) y  Vr (r = 0.221) mostraron 

una menor correlación.  En cuanto a la Hf (r = -0.355)  de los conidios no se encontró 

una correlación positiva con la mayor virulencia. La afirmación previa fue corroborada 

mediante un Análisis de Componentes Principales y coeficientes de regresión simple 

que se utilizó para indagar  correlaciones entre variables de estudio. 
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9. Recomendaciones 
 
  

1. El análisis genético de otros factores permitirá correlacionarlos con  

determinantes de patogenicidad en aislados afectados, de manera positiva 

o negativa después de la mutagénesis al azar. 

 

2. Es recomendable que después de las resiembras del hongo para evaluar 

la viabilidad de los conidios conservados también se evalué la virulencia 

mediante sistemas de bioensayos, para corroborar la conservación de 

ambos (viabilidad y virulencia). 

 

3. Se recomienda evaluar un método más sensible para evaluar la 

hidrofobicidad, de manera que se discrimine adecuadamente entre los 

diferentes aislados. 
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11. Anexo 
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Figura 17. Matriz de gráfica de dispersión de aislados para cada par de variables. 
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