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Resumen

La comprensión de los aspectos básicos del desarrollo de los 
hongos entomopatógenos y el conocimiento detallado de los 
requerimientos nutricionales para su crecimiento y esporu-
lación es esencial para la producción masiva y comercializa-
ción. El objetivo de este estudio fue evaluar la producción de 
blastoesporas en un medio de cultivo sumergido y de conidios 
en un cultivo bifásico, de cuatro aislados nativos y una cepa 
de B. bassiana con potencial para controlar Diaphorina citri 
(Hemiptera: Liviidae), pertenecientes a la colección del Insti-
tuto de Biotecnología, FCB-UANL, México. El diseño experi-
mental fue completamente al azar y las medias se compararon 
con la prueba Tukey (p£0.05). En el medio de cultivo líquido 
formulado con glucosa y casaminoácidos, la producción de 
blastoesporas a las 72 h mostró para la cepa GHA la mayor 
(p£0.05) concentración (2.20×108 mL-1) y una biomasa de 
26 g L-1, y en el aislado HIB-4 ocurrió la producción menor 
(p£0.05) de blastoesporas (5.25×107 m L-1) y biomasa de 7 g 
L-1. El aislado HIB-2 presentó 56 % de germinación en tie-
rra de diatomeas como soporte y fue el valor mayor entre los 
hongos estudiados. En la fase sólida (grano de arroz), a los 14 
d de incubación, el aislado HIB-4 presentó una producción 
de 1.82×109 conidios g-1 y la cepa GHA produjo 2.35×108 
conidios g-1. La viabilidad fue superior a 90 % para todos los 
hongos durante 4 semanas de almacenamiento a 4 °C. Así, es 
factible producir blastoesporas y conidios de aislados nativos 
de B. bassiana con potencial para el manejo de plagas que 
afectan las regiones citrícolas de México.
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Abstract

Comprehension of the basic aspects of entomopathogenic 
fungi development and detailed knowledge of nutritious 
requirements for their growth and sporulation are 
fundamental for mass production and commercialization. 
The objective of this study was to evaluate the production of 
blastospores in submerged culture medium and of conidia 
in biphasic culture of four native isolates and a B. bassiana 
strain showing potential for the control of Diaphorina 
citri (Hemiptera: Liviidae), which belong to the collection 
of the FCB-UANL Institute of Biotechnology, México. The 
experimental design was completely randomized and means 
were compared using Tukey test (p£0.05). In the liquid 
culture medium formulated with glucose and casamino 
acids, at 72 h, blastospore production had the highest 
(p£0.05) concentration for GHA strain (2.20×10-8 mL-
1) and biomass of 26 gL-1, while the HIB-4 isolate showed 
the lowest blastospore production (p£0.05) (5.25×107 

m L-1) and biomass of 7 g L-1. Isolate HIB-2 had 56 % 
germination in diatomaceous earth for support, being the 
highest value among the studied fungi. In solid hase (rice grain), 
at 14 d of incubation, HIB-4 isolate presented a production 
of 1.82×109 conidia g-1, and GHA strain producted was 
2.35×108 conidia g-1. Viability was higher than 90 % for all 
fungi during 4 weeks of storing at 4 °C. Thus, it is feasible 
produce blastospores and conidia of native isolates of B. 
bassiana with the potential of controlling pests which affect 
the citrus-growing regions of México.

Key words: entomopathogenic fungi, conidia, blastospores, 
submerged culture, biphasic.



AGROCIENCIA, 1 de abril - 15 de mayo, 2013

VOLUMEN 47, NÚMERO 3256

Palabras clave: hongos entomopatógenos, conidios, blastoespo-
ras, cultivo sumergido, bifásico

Introducción

En México hay una variedad amplia de cultivos 
con importancia económica y atacados por 
insectos diferentes que provocan anualmen-

te pérdidas considerables. Los cítricos son atacados 
por al menos 74 especies de artrópodos perjudicia-
les (López-Arroyo et al., 2004), como Diaphorina 
citri el vector del Huanglongbing. Esta enfermedad 
es una de las más devastadoras de los cítricos, afecta 
la calidad de los frutos para consumo humano e in-
cluso puede causar pérdida total de áreas cultivadas 
(SENASICA, 2012) (Servicio Nacional de Sanidad, 
Inocuidad y Calidad Agroalimentaria; http://www.
senasica.gob.mx).

Una alternativa para la problemática de las plagas 
de cítricos y el uso desmedido de plaguicidas, es el 
control biológico aplicado exitosamente contra pla-
gas en el país (Rodríguez y Arredondo, 2007). En la 
citricultura hay diversas plagas en las cuales se puede 
aplicar agentes de control biológico. Los entomopa-
tógenos son un grupo con potencial para el manejo 
de plagas y entre los más destacados está Beauveria 
bassiana por su capacidad de infectar más de 200 
especies en nueve órdenes de insectos y ser la espe-
cie más ampliamente distribuida de su género en el 
mundo (Zimmermann, 2007). Algunos productos 
registrados y comercializados son BotaniGard®, Bea-
Sin® o Naturalis®-L y otros están en desarrollo (de Fa-
ria y Wraight, 2007).

Un factor clave en la selección de nuevos aisla-
dos como agentes potenciales para control biológi-
co, específicamente en hongos entomopatógenos, es 
la capacidad de producción en grandes cantidades 
(i.e., altas tasas de esporulación), crecimiento rápido 
y mantener su viabilidad e infectividad (Feng et al., 
1994). Pero una limitante para lograr estos objetivos 
son el medio y el método de cultivo ya que la elección 
de ambos parámetros depende en gran medida de las 
especies fúngicas a usar y el tipo de propágulo reque-
rido para la formulación y el método de aplicación 
(Derakhshan et al., 2008). La mayoría de las especies 
de hongos puede producirse fácilmente en medios 
sólidos, donde el hongo crece en forma de micelio 
superficial y produce conidios en hifas aéreas; algunos 
sustratos naturales son medios de cultivo adecuados, 

Introduction

In México there is an extensive variety of cultivars 
of economic importance, attacked by different 
insects, annually provoking considerable 

losses. Citrus are attacked by at least 74 species of 
harmful arthropods (López-Arroyo et al., 2004), 
like Diaphorina citri, vector of Huanglongbing. 
This is one of the most devastating citrus diseases, 
that affects quality of fruit for human consumption, 
and even may cause the total loss of cultivated areas 
(SENASICA, 2012) (National Service of Health, 
Innocuousness, and Quality of Agronomical Food; 
http: //www. senasica.gob.mx).

Biological control, successfully applied 
against plagues in the country, is an alternative to 
problems of citrus pests and the excessive use of 
pesticides (Rodríguez and Arredondo, 2007). In 
citriculture there is a variety of plagues, in which 
biocontrol agents can be applied. Among them the 
entomopathogenetic fungi with the potential of 
pest control, and Beauveria bassiana is one of the 
outstanding groups because of their capacity to 
infect more than 200 species in nine insect orders, 
being the genus of widest distribution all over the 
world (Zimmermann, 2007). BotaniGard®, Bea-
Sin®, or Naturalis®-L are some of the recorded and 
commercialized products, and others are being 
developed (De Faria and Wraight, 2007).

A key factor in the selection of new isolates 
as potential biocontrol agents, specifically, in 
entomopathogenic fungi, is the capacity of mass 
production (i.e. high sporulation rate), rapid growth, 
and maintaining viability and infectivity (Feng et al., 
1994). But there is a limiting factor for achieving 
these goals: mean and method of culture; for the 
choice of either of the parameters depends to a great 
extent on the fungal species to be utilized and on 
the type of propagule required for the formulation 
and the method of application (Derakhshan et 
al., 2008). Most of the fungi species can be easily 
produced in solid media, where the fungus grows 
in form of superficial mycelium and produces 
conidia in aerial hyphae. Some natural substrates are 
adequate culture media, such as rice or wheat bran. 
However, fungi production in solid substrates makes 
the process automation difficult and lacks economy 
of satisfactory scale. Besides, few entomopathogenic 
species are able to produce conidia in submerged 
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como arroz o salvado de trigo. Pero la producción 
de hongos en sustratos sólidos dificulta la automa-
tización del proceso y carece de una economía de 
escala satisfactoria. Además, pocas especies de ento-
mopatógenos pueden producir conidios en cultivo 
sumergido. Esta dificultad puede ser parcialmente 
resuelta en cultivo bifásico, en el cual el o los cultivos 
sumergidos se usan para producir abundante mice-
lio que luego se transfieren a un sustrato sólido para 
inducir la producción de conidios aéreos (Wraight et 
al., 2001). La mayoría de los sistemas de producción 
industrial de hongos usan este tipo de cultivo de dos 
etapas. Específicamente, B. bassiana fue desarrollado 
en cultivo sólido (Kamp y Bidochka, 2002), cultivo 
líquido o sumergido (Leckie et al., 2008) y en una 
variedad amplia de sustratos naturales (Rajanikanth, 
et al., 2011). La investigación de las condiciones nu-
tricionales de los hongos entomopatógenos es impor-
tante para mejorar la producción en masa y acelerar 
la comercialización de plaguicidas biológicos poten-
ciales (Sun y Liu, 2006), así como la selección de ce-
pas o aislados nativos e ingredientes industrializados 
de costo bajo en el mercado. También debe conocer 
la habilidad de aislados nativos de hongos entomo-
patógenos para producir propágulos en diferentes 
condiciones nutricionales. Cuatro aislados nativos de 
B. bassiana  mostraron potencial para el control de 
D. citri (Gandarilla-Pacheco et al., 2011). Por tanto 
el objetivo del presente estudio fue evaluar su pro-
ducción de blastoesporas y conidios, en un medio de 
cultivo líquido con glucosa y casaminoácidos y en un 
medio de cultivo bifásico con grano de arroz como 
sustrato, respectivamente.

Materiales y Métodos

Microorganismos

Los aislados de B. bassiana fueron obtenidos de suelos de 
la región citrícola del municipio de Ahome, estado de Sinaloa, 
México, 10 msnm. El método para el aislamiento de los diferen-
tes hongos entomopatógenos fue descrito por Galán-Franco et al 
(2011). Los cultivos madre (i.e. stock) se depositaron en la colec-
ción del laboratorio L6 del Instituto de Biotecnología, Facultad 
de Ciencias Biológicas-Universidad Autónoma de Nuevo León 
(FCB-UANL). Para su conservación se usaron viales criogénicos 
(Corning, N.Y., EE.UU.) con 1 mL de glicerol al 10 % v/v y 
almacenadas a -80 °C. Los aislados nativos utilizados correspon-
den a las claves HIB-2, HIB-3, HIB-4, HIB-5 y la cepa con clave 
GHA  de B. bassiana.

culture. This difficulty may be partially  resolved 
in biphasic culture, where this or the submerged 
cultures are utilized to produce abundant mycelium, 
which afterwards is transferred to a solid substrate 
to induce aerial conidia  production (Wraight et 
al., 2001). Most of the industrial fungi production 
systems use this type of biphasic culture. Specifically, 
B. bassiana was developed in solid culture (Kamp 
and Bidochka, 2002), liquid or submerged culture 
(Leckie et al., 2008), and in a wide variety of natural 
substrates (Rajanikanth et al., 2011). Research on 
nutritional conditions of entomopathogenic fungi 
is important to improve mass production and to 
accelerate marketing of potential biologic pesticides 
(Sun and Liu, 2006), as well as selection of strains 
or native isolates, and low-cost industrialized 
ingredients on the market. Likewise, it must 
fundamental to recognize the ability of native isolates 
of entomopathogenic fungi to produce propagules 
under different nutritional conditions. Four native 
isolates of B. bassiana demonstrated capacity for 
the control of D. citri (Gandarilla-Pacheco et al., 
2011). Therefore, the objective of the present study 
was assessing their production of blastospores and 
conidia in liquid culture medium with glucose and 
casamino acids and in biphasic culture medium with 
rice grain substrate, respectively.

Materials and Methods

Microorganisms

The B. bassiana isolates were obtained from soils of the citrus-
growing region of the Ahome municipality, State of Sinaloa, 
Mexico, 10 masl. The method for the isolation of the different 
entomopathogenic fungi was described by Galán-Franco et al. 
(2011). The stock cultures were deposited in the laboratory 
collection L6 of the Biotechnological Institute, Faculty of 
Biologic Science- Universidad Autónoma de Nuevo León (FCB-
UANL). For their preservation cryogenic vials (Corning, N.Y., 
U.S.) with 1mL of glycerol at 10 % v/v were used, stored at -80 
°C. The native isolates correspond to keys HIB-2, HIB-3, HIB-
4, HIB-5 and the strain with key GHA of B. bassiana.

Blastospore production in submerged culture

Medium composition

The components of the basal medium per liter were the 
following: KH2PO4, 2.0 g; CaCl2 2H2O, 0.4 g; MgSO4 7H2O, 
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Producción de blastoesporas en cultivo sumergido

Composición del medio

Los componentes del medio basal por litro fueron los si-
guientes: KH2PO4, 2.0 g; CaCl2 2H2O, 0.4 g; MgSO4 7H2O, 
0.3 g; CoCl2 6H2O, 37 mg; FeSO4 7H2O, 50 mg; MnSO4 H2O, 
16 mg; ZnSO4 7H2O, 14 mg. Al medio basal se agregaron gluco-
sa (Jalmek, San Nicolás de los Garza, N. L., México) 80 g L-1 y 
25 gL-1 de casaminoácidos (BD, N. J., EE.UU.). La solución de 
glucosa fue esterilizada por separado antes de agregarse al medio 
basal (adaptado de Jackson et al., 2003; Jackson y Payne, 2007).

Producción de blastoesporas

Todos los hongos fueron cultivados 14 a 21 d en agar papa 
dextrosa (DIBICO, México, D.F.) a 25±2 °C.  Después se pre-
pararon suspensiones de 5×105 conidios mL-1 con agua destilada 
estéril para inocular el cultivo líquido (sumergido). Se usaron 
matraces bafleados (Pyrex, N.Y., EE.UU.) de 250 mL con 100 
mL de medio, se incubaron a 28 °C y 300 rpm en un incubador 
con agitación orbital (New Brunswick Scientific, N. J., EE.UU.) 
(adaptado de Jackson y Payne, 2007). Al final del crecimiento se 
determinó la concentración de blastosporas y biomasa, y después 
del secado el porcentaje de viabilidad.

Mediciones de crecimiento

Durante el crecimiento de los hongos en medio líquido se 
contaron blastoesporas mL-1 (24, 48 y 72 h) y al final (72 h) 
se determinó el peso seco. La concentración de blastoesporas se 
definió usando una cámara de Neubauer (Fisher Scientific, Pitts-
burgh, EE.UU.) después de realizar diluciones (10-6 a 10-8). 
Para medir la biomasa se determinó el peso seco, se tomó 1.0 mL 
de cultivo y se filtró a vacío a través de membranas de microfibra 
de vidrio con filtros  de 110 mm de diámetro (GF/A; Whatman 
Inc., Clifton, N.J., EE.UU.) y se lavaron con 1.0 mL de agua 
destilada. Los filtros se secaron 24 h a 100 °C y se pesaron. La 
concentración de blastosporas se expresó en blastoesporas mL-1, 
y la biomasa con base al peso seco en  gL-1.

Recuperación y formulación de blastoesporas

Las blastoesporas fueron recuperadas mediante secado por 
aire. Después de 72 h de incubación se cosecharon los cultivos 
de todos los experimentos o suspensiones de esporas, las blas-
toesporas fueron filtradas dos veces a través de una doble gasa para 
eliminar el exceso de micelio. Después el cultivo se separó en dos 
partes: la primera fue formulada con tierra de diatomeas 5 % (p/v) 
(Sigma Aldrich, San Luis MO, EE.UU.), y la segunda con Silica 

0.3 g; CoCl2 6H2O, 37mg; FeSO4 7H2O, 50 mg; MnSO4 H2O, 
16 mg; ZnSO4 7H2O, 14 mg. Glucose (80 gL-1) (Jalmek, San 
Nicolás de los Garza, N. L., México) and 25 gL-1 of casamino 
acids (BD, N. J., U.S.A.) were added to the basal medium. The 
glucose solution was sterilized separately before being added to 
the basic medium (adapted by Jackson et al., 2003; Jackson and 
Payne, 2007).

Blastospore production

All the fungi were cultivated 14 to 21d, in potato dextrose agar 
(DIBICO, Mexico D.F.) at 25±2 °C. Subsequently, suspensions 
of 5×105conidia mL-1 were prepared using sterile distilled water 
to inoculate the liquid (submerged) culture. Baffled Erlenmeyer 
flasks were utilized (Pyrex, N.Y., U.S.) of 250 mL, containing 
100 mL of culture medium;  they were incubated at 28 °C and 
300 rpm in an incubator  with orbital agitation (New Brunswick 
Scientific, N.J.,U.S.) (adapted by Jackson and Payne, 2007). 
At the end of growth, the concentration of blastospores and 
biomass, and after the drying process, the percentage of viability 
was determined.

Growth measurement

During the growing of the fungi in liquid culture medium 
blastospores mL-1 (24, 48, and 72 h) were counted, and at the 
end (72 h), dry weight was determined. The concentration of 
blastospores was defined using a Neubauer camera (Fisher 
Scientific, Pittsburgh, U.S.) after carrying out dilutions (10-6 to 
10-8). In order to measure biomass dry weight was determined; 
1.0 mL of culture medium was filtered at vacuum through glass 
micro-fiber membranes with filters of 110mm diameters (GF/A; 
Whatman Inc., Clifton, N.J., U.S.) and washed with 1.0 mL of 
distilled water. The filters were dried 24 h at 100 °C and weighed. 
The concentration of blastospores was expressed in blastospores 
mL-1, and biomass based on dry weight in gL-1.

Recuperation and formulation of blastospores

The blastospores were recovered by the method of air-drying. 
After 72 h of incubation the cultures of all the experiments or 
spore suspensions were recollected, the blastospores were filtered 
twice through double gauze in order to eliminate the excess of 
mycelium. Subsequently the culture was divided in two parts: 
the first was formulated with 5 % diatomaceous earth w/v 
(Sigma Aldrich, San Luis MO, U.S.) and the second one with 
5 % (w/v) Silica (silicon oxide 99 % pure; Materias Primas 
Monterrey, Monterrey, México); both suspensions were vacuum-
filtered through a Buchner funnel, using Whatman filter paper 
No.1. The obtained filtrates were dried 24 h at environmental 
temperature (25-28 °C), placed in plastic bags and stored at 4 °C.
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5 % (p/v) (óxido de silicio 99 % puro; Materias Primas Monte-
rrey, Monterrey, México); ambas suspensiones se filtraron a vacío 
a través de un embudo Buchner usando papel filtro Whatman 
No. 1. Los filtrados obtenidos se secaron 24 h a temperatura am-
biente (25-28 °C), se colocaron en bolsas de plástico y almace-
naron a 4 °C. 

Estudios de sobrevivencia

La viabilidad de las formulaciones de blastoesporas de B. bas-
siana se determinó por secado con aire. De cada bolsa se tomaron 
50 mg de blastoesporas secas y se adicionaron a 50 mL de caldo 
papa dextrosa (Bioxon, N. J., EE.UU.) en un matraz Erlenmeyer 
bafleado de 250 mL de capacidad. Después de 6 h de incubación 
a 28 °C y 300 rpm en un incubador con agitación orbital (New 
Brunswick Scientific, N. J., EE.UU.), se contaron 100 blastoes-
poras microscópicamente para evaluar el tubo germinativo.  El 
criterio para tomar en cuenta una espora viable es cuando se for-
ma un tubo germinativo, tan largo como la mitad del diámetro 
de la espora (Goettel e Inglis 1997). La viabilidad se expresó en 
porciento de germinación.

Producción de conidios en sustrato sólido

Preparación del precultivo

Todos los aislados de B. bassiana fueron cultivados en agar 
papa dextrosa (DIBICO, México, D.F.)  entre 14 y 21 d a 
25±2 °C. Después se prepararon suspensiones de 5×106 co-
nidios mL-1 con agua destilada estéril para inocular 1000 mL 
en matraces Erlenmeyer bafleados (Pyrex, N.Y., EE.UU.) de 
250 mL conteniendo 100 mL de caldo dextrosa Sabouraud 
(Bioxon, N. J., EE.UU.). Se incubaron por 72 h, a 28 °C y 
300 rpm en un incubador con agitación orbital (New Brun-
swick Scientific) (adaptado de Jackson y Payne, 2007). 

Preparación e inoculación del sustrato

Se utilizaron bolsas de polietileno de alta densidad (HDPE) 
con capacidad de 1 kg. En cada bolsa se colocaron 50 g de arroz 
(Oryza sativa L.) y 60 % de agua bidestilada, se esterilizaron 
a 121 °C, 15 PSI por 15 min. Todas las bolsas se inocularon 
con 1000 mL de cada una de las suspensiones del precultivo 
tratando de esparcirlas de manera uniforme sobre el sustrato y 
al terminar fueron selladas herméticamente. Posteriormente se 
incubaron 14 d a temperatura ambiente (25-28 °C) y se expu-
sieron a la luz blanca de las lámparas del laboratorio (12:12 h 
L:O). Las bolsas fueron agitadas cada tercer día para esparcir las 
esporas homogéneamente sobre el sustrato. Al final del tiempo 
de crecimiento se determinó la concentración de conidios y el 

Studies of survival

Viability of B. bassiana blastospore formulations was 
determined by air-drying. From every bag, 50 mg of dry 
blastospores were added to 50 mL potato dextrose broth 
(Bioxon, N.J., U.S.) on  baffled Erlenmeyer flasks of 250 mL 
capacity. After 6 h of incubation at 28 °C and 300 rpm in an 
incubator with orbital agitation (New Brunswick Scientific, N.J., 
U.S.), 100 blastospores were microscopically counted in order to 
assess the germinative tube. The criterion for taking into account 
a viable spore is when a germinative tube is formed half as long 
as the spore diameter (Goettel and Inglis, 1997). Viability was 
expressed as percentage of germination.

Conidia production in solid substrate

Preparation of the pre-culture

All isolates of B. bassiana were cultivated in dextrose 
potato agar (DIBICO, Mexico, D.F.) between 14 and 21 d, 
at 25±2 °C.  Subsequently, suspensions of 5×106 conidia 
mL-1 were prepared with sterile distilled water, in order to 
inoculate 1000 mL on baffled Erlenmeyer flasks (Pyrex, N.Y., 
U.S.) of 250 mL, containing 100 mL of Sabouraud dextrose 
broth (Bioxon, N.J., U.S.). They were incubated for 72 h, at 
28 °C and 300 rpm in an orbital agitation incubator (New 
Brunswick Scientific) (adapted by Jackson and Payne, 2007).

Preparation and inoculation of the substrate

High density polyethylene bags (HDPE) of 1 kg capacity 
were utilized. Fifty grains of rice (Oryza sativa L.) and 60 % of 
bi-distilled water were filled in each bag and sterilized at 121 °C, 
15 PSI for 15 min. All bags were inoculated with 1000 mL of each 
of pre-culture suspensions, trying to spread them evenly on the 
substrate, and at finishing they were hermetically sealed. Later 
on they were incubated for 14 d at environmental temperature 
(25-28 °C) and exposed to white light of the laboratory lamps 
(12:12 h L:D). The bags were agitated every 3 d to scatter the 
spores homogeneously on the substrate. At the end of the growth 
time the conidia concentration and viability percentage were 
determined (adapted by Sandoval-Coronado et al., 2010).

Measuring of substrate productivity

At 14 d of incubation conidia concentration was determined 
per gram of rice of each of the bags. Dilutions 10-6 to 10-9 were 
carried out in a Tween 80 solution (Sigma Aldrich, San Luis 
MO, U.S.) at 0.1 % (v/v), and the conidia were quantified using 
a Neubauer camera (Fisher Scientific, Pittsburgh, U.S.).
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porcentaje de viabilidad (adaptado de Sandoval-Coronado et 
al., 2010).

Medición de la productividad del sustrato 

A los 14 d de incubación se determinó la concentración de 
conidios por gramo de arroz de cada bolsa. Se realizaron dilucio-
nes 10-6 a 10-9 en una solución Tween 80 (Sigma Aldrich, San 
Luis MO, EE.UU.) al 0.1 % (v/v) y se contaron los conidios 
usando una cámara de Neubauer (Fisher Scientific, Pittsburgh, 
EE.UU.).

Viabilidad de las esporas

Se adicionó 1 g de arroz a 50 mL de caldo papa dextrosa 
(Bioxon, N. J., EE. UU.). Este cultivo se mantuvo en agitación 
rotatoria 6 h  a 300 rpm a 25±2 °C. Después de la incubación se 
tomaron muestras directas de los cultivos y se contaron 100 espo-
ras (germinadas y no germinadas), para cuantificar la proporción 
de esporas viables según el criterio de la longitud del tubo ger-
minativo. La viabilidad se expresó en  porciento de germinación.

Análisis estadístico

Los resultados se expresaron como valores promedios más 
la desviación estándar (DE). Para verificar la normalidad de los 
datos se realizó la prueba de Kolmogorov-Smirnov, previa con-
versión de los resultados a su logaritmo (log10) para introducirlos 
en el programa estadístico, y en caso de cumplir con este pará-
metro se realizó un análisis de varianza (ANDEVA) y una prueba 
de Tukey (p£0.05) para las medias. Los datos fueron analizados 
con el programa IBM SPSS® v.19 Inc., Nueva York, EE.UU. Los 
experimentos se realizaron por triplicado y se repitieron al menos 
en dos ocasiones.

Resultados y Discusión

Producción de blastoesporas

La producción de blastoesporas en medio líquido 
aumentó exponencialmente y a las 24 y 72 h la pro-
ducción mostró diferencias significativas (p£0.05) 
entre los hongos. A las 24 h de incubación el aislado 
HIB-3 mostró la menor producción de blastoespo-
ras, mientras que el HIB-4 presentó el índice más 
elevado. A las 72 h se detuvo la fermentación y al fi-
nal de la misma la cepa GHA presentó la producción 
mayor de blastoesporas (Cuadro 1).

Spore viability

One gram of rice was added to 50 mL of potato dextrose 
broth (Bioxon, N.J., U.S.). This culture medium was kept 
in rotary agitation during 6 h at 300 rpm, at 25±2 °C. After 
incubation, direct samples of 100 germinated and ungerminated 
spores were taken from the cultures and the proportion of 
viable spores quantified, following the criterion of length of 
the germinative tube. Viability was expressed in germination 
percentage.

Statistical analysis

The results were expressed as mean values with the standard 
deviation (DE). Data normality was verified by the Kolmogorov-
Smirnov test, previously converting the results to their logarithm 
(log10) in order to introduce them to the statistical program; in 
case of complying with this parameter an analysis of variance 
(ANOVA) and a Tukey test (p£0.05) were conducted for the 
media. The data were analyzed by means of the IBM SPSS® 
program v.19 Inc. New York, U.S. The experiments were carried 
out in triplicate and repeated at least on two occasions.

Results and Discussion

Blastospore production

Blastospore production in liquid medium grew 
exponentially; at 24 and 72 h it showed significant 
differences (p£0.05) among the fungi. At 24 h of 
incubation, isolate HIB-3 had the lowest blastospore 
production, whereas HIB-4 presented the highest 
rate. At 72 h the fermentation stopped and at its 
end GHA strain showed the highest blastospore 
production (Table 1).

Dry biomass

Biomass production in liquid medium had 
significant differences (p£0.05) among B. bassiana 
isolates at 72 h. The GHA strain showed the largest 
production (26 gL-1) and isolate HIB-4 only 7 gL-1. 
The isolates HIB-2 (15.3gL-1), HIB-3 (13.3 gL-1), 
and HIB-5 (18.4 gL-1) were not different (p>0.05) 
(Figure 1).

Blastospore survival

Viability of blastospores, recovered on inert 
supports, showed significant differences (p£0.05) 
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Biomasa seca

La producción de biomasa en medio líquido a las 
72 h mostró diferencias significativas (p£0.05) entre 
los aislados de B. bassiana. La cepa GHA mostró la 
mayor producción (26 g L-1) y el aislado HIB-4 tuvo 
sólo 7 g L-1. Los aislados HIB-2 (15.3 g L-1), HIB-3 
(13.3 g L-1) y HIB-5 (18.4 g L-1) no fueron diferen-
tes (p>0.05) (Figura 1).

Sobrevivencia de las blastoesporas

La viabilidad de las blastoesporas recuperadas en 
los soportes inertes mostró diferencias  significativas 
(p£0.05) entre los hongos. El aislado HIB-2 pre-
sentó el porcentaje de germinación mayor (56 %) y 
la cepa GHA sólo alcanzó 23 % de germinación en 
la tierra de diatomeas, mientras que para la Silica el 
mayor índice de germinación fue para la cepa GHA 
(39 %) y el menor para el aislado HIB-5 (19 %) (Fi-
gura 2).

Las fermentaciones para la producción de blas-
toesporas pueden proveer ciertas ventajas con res-
pecto a los medios de cultivo sólidos. Samson et al. 
(1988) describen las fermentaciones líquidas como 
rápidas y sin problemas de contaminación, y una de 
sus ventajas radica en poder controlar los parámetros 
durante el proceso. Hay estudios de fermentaciones 
para mejorar la producción de conidios o blastoesporas 

Cuadro 1. Blastoesporas obtenidas en cultivo líquido de 
Beauveria bassiana a diferentes tiempos de incu-
bación.

Table 1.	Blastospores obtained in liquid culture medium of 
Beauveria bassiana at different times of incubation.

Clave
Blastoesporas mL-1 †

24 h 48 h 72 h

HIB-2 1.28×105 ab 8.30×106 2.18×108 b
HIB-3 7.10×104 a 8.30×106 1.71×108 ab
HIB-4 3.00×105 b 7.77×106 5.25×107a
HIB-5 1.42×105 ab 6.69×106 1.54×108ab
GHA 1.42×105  a 5.90×106 2.20×108 b
Media±DE 1.14×105±.29 7.30×106±.06 1.45×108±.25

Tratamientos con diferente letra son significativamente diferen-
tes (p£0.05) v Treatments with different letters are significantly 
different (p≤0.05).
† Medio de cultivo  basado en glucosa y casaminoácidos, incuba-
do a 300 rpm y 28 °C v Culture medium based on glucose and 
casamino acids, incubated at 300 rpm and 28 °C.

Figura 1.	 Biomasa seca de Beauveria bassiana. Los trata-
mientos con diferente letra son significativamente 
diferentes (p£0.05).

Figure 1.	 Dry biomass of Beauveria bassiana. Treatments 
with different letter are significantly different 
(p£0.05).
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among the fungi. The highest germination percentage 
(56 %) was recorded for isolate HIB-2 and strain 
GHA only reached 23% of germination in diatom 
earth; in silicate, the highest germination rate was for 
strain GHA (39 %) and the lowest one for isolate 
HIB-5 (19 %) (Figure 2).

The fermentation for blastospore production 
may provide certain advantages with respect to 
solid culture media. Samson et al. (1988) describe 
the liquid fermentations as rapid and without 
contamination problems, one of their advantages 
being the ability to control the parameters during 
the process. There are studies on fermentations 
to improve conidia and blastospore production 
of different entomopathogenic fungi which vary 
the carbon and nitrogen content in culture media, 
being the two principal nutritional requirements in 
sporulation development (Jackson et al., 2003).

In the present study blastospore production 
of native isolates and a strain of B. bassiana were 
assessed in liquid culture medium, which is mainly 
used for producing spores of P. fumosoroseus (Jackson 
and Payne, 2007). The results at 72 h had yields 
similar to those reported for P. fumosoroseus, but B. 
bassiana seems to prefer nitrogen sources other than 
the casamino acids. Thus, strain GHA produces up to 
5.1×109 blastospores mL-1 in a medium with 40 gL-1 
of glucose and 6 gL-1 of collagen peptone at 120 h of 
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de diferentes hongos entomopatógenos, los cuales 
varían el contenido de carbono y nitrógeno en los 
medios de cultivo, por ser los dos requerimientos nu-
tricionales principales en el desarrollo de la esporula-
ción (Jackson et al., 2003).

En el presente estudio se evaluó la producción de 
blastoesporas de aislados nativos y  una cepa de B. 
bassiana en un medio de cultivo líquido que se utiliza 
principalmente para producir esporas de P. fumosoroseus 
(Jackson y Payne, 2007). Los resultados a las 72 h 
mostraron rendimientos similares a los reportados 
para P. fumosoroseus, pero B. bassiana parece preferir 
fuentes de nitrógeno distintas a los casaminoácidos. 
Así, la cepa GHA produce hasta 5.1×109 blastoespo-
ras mL-1 en un medio con 40 g L-1 de glucosa y 6 g 
L-1 de peptona de colágena a las 120 h de incuba-
ción, mientras que a las 72 h con 80 g L-1 de glucosa 
y 12g L-1 de peptona de colágena la producción es 
8.90×108 blastosporas mL-1 (Sandoval Coronado et 
al., 2010). Además de los factores nutricionales, la 
producción de blastoesporas puede ser afectada por 
el sistema de agitación usando para su producción, 
como lo reportan Villalba et al. (2010). Ellos eva-
luaron la producción de blastoesporas de un cepa de 
B. bassiana  mediante agitación orbital, lineal y me-
cánica, y esta última mostró una concentración 20 
veces superior a la de los otros sistemas de agitación. 
En el presente estudio se usó un agitador orbital lo 
cual pudo influir en la producción de blastoesporas 
obtenida ya que este tipo de agitación permite el cre-
cimiento del hongo con la elongación polar y bipolar 
del micelio en mayor proporción, respecto a la divi-
sión de las blastoesporas que es menor debido al mo-
vimiento dirigido en un solo sentido, el cual no per-
mite un intercambio gaseoso  adecuado. Por tanto, 
no se espera encontrar una mayor masa de cuerpos 
hifales o blastoesporas bajo este sistema, porque no 
hay una fuerza con suficiente capacidad para separar 
estas células del micelio y generar un nuevo ciclo de 
crecimiento vegetativo para el hongo.

Eyal et al. (1994) reportan que la formulación de 
medios de cultivo con fuentes complejas de nitrógeno 
como líquido de remojo de maíz y de carbono como 
melazas favorecen primordialmente la producción de 
micelio, mientras que el uso de monosacáridos como 
la glucosa favorece la formación de blastoesporas. Lo 
anterior se debe a que las fuentes de nitrógeno or-
gánico favorecen el crecimiento hifal porque en esta 
etapa del desarrollo del microorganismo la reserva 

incubation, whereas at 72 h with 80 gL-1 of glucose 
and 12 gL-1 of collagen peptone the production is 
8.90×108 blastospores mL-1 (Sandoval-Coronado et 
al., 2010). Besides the nutritional factors, blastospore 
production may be affected by the agitation system 
utilized for its production, as Villalba et al. (2010) 
report. They evaluated the production of blastospores 
from a B. bassiana strain by means of orbital, linear, 
and mechanical agitation; the latter showed a 
concentration 20 times superior to that of the other 
agitation systems. In the present study the use of an 
orbital agitator may have influenced the blastospore 
production, since this type of agitation allows for 
the fungus mycelium growth in major proportion 
with polar and bipolar elongation, as compared 
to blastospore division, which is lesser due to the 
movement in one single direction and not permitting 
adequate gas interchange. Therefore, we do not 
expect to find a greater amount of hyphal bodies or 
blastospores under this system, because there is not 
sufficient capacity to separate these mycelium cells 
generating a new vegetative growth cycle for the 
fungus.

Eyal et al. (1994) report that the formulation of 
culture media with complex nitrogen sources such 
as soaking liquid of maize and carbon like molasses, 
primordially, favor mycelium production, whereas 

Figura 2.	 Sobrevivencia de blastoesporas de B. bassiana for-
muladas con dos soportes inertes.  Los tratamien-
tos con diferente letra son significativamente dife-
rentes (p£0.05).

Figure 2.	 Survival of B. bassiana blastospores formulated 
with two inert supports. Treatments with different 
letter are significantly different (p£0.05).
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endógena de nitrógeno se ha agotado ya que se usa 
para sintetizar proteínas de novo durante los eventos 
iniciales de la germinación (Smith y Grula,1981).

Una clave para la recuperación de las blastoespo-
ras es la elección de una técnica de secado adecuada. 
Numerosos materiales inertes y orgánicos se usan 
como agentes para estabilizar diferentes propágulos 
de hongos (Jackson et al., 1997). Los resultados del 
presente estudio muestran que el soporte usado para 
el secado afectó la sobrevivencia de las blastoespo-
ras. Sandoval-Coronado et al. (2001) reportan una 
viabilidad de 69.6 % en un medio con casaminoá-
cidos y 21.9 % en un medio con peptona de colá-
gena como fuente de nitrógeno  para blastoesporas 
de P. fumosoroseus con tierra de diatomeas al 5 %, y 
concluyen que el medio de producción y el soporte 
usado durante el secado pueden afectar la tolerancia 
a la desecación y estabilidad en el almacenamiento de 
las blastoesporas. Por tanto, el medio de producción 
debe proporcionar un ambiente nutritivo que maxi-
mice la producción de blastoesporas capaces de re-
sistir la desecación, mientras  que los soportes deben 
proveer una matriz que proteja a las blastoesporas de  
las condiciones de almacenamiento. Esto coincide 
con el informe de Jackson (1999) de que la fuente de 
nitrógeno presente en el medio puede impactar en la 
tolerancia a la desecación de las blastoesporas.

Producción de conidios en sustrato sólido

La producción de conidios en grano de arroz 
(Oryza sativa L.) fue 108 a 109 conidios g-1 y hubo 
diferencias significativas (p£0.05) entre los hongos 
evaluados. El valor mínimo de 2.35×108 conidios 
g-1 se registró para la cepa GHA  y el máximo de 
1.82×109conidios g-1 para el aislado HIB-4; los aisla-
dos HIB-2, HIB-3 e HIB-5 presentaron una produc-
ción de 1.22×109, 3.90×108 y 8.90×108 conidios g-1 
(Figura 3). Los valores de germinación en promedio 
fueron superiores al 90 % a las cuatro semanas de 
almacenamiento (Cuadro 2).

El arroz es el sustrato más usado para la produc-
ción masiva de hongos entomopatógenos por mante-
ner las condiciones físicas con una adecuada superfi-
cie efectiva para el crecimiento micelial, un adecuado 
balance nutricional, y condiciones específicas acordes 
a los requerimientos del aislamiento en aireación y 
humedad. En algunos hongos como Lecanicillium le-
canii, la cantidad de conidios puede disminuir debido 

the use of monosaccharides, like glucose stimulate 
blastospore formation. The aforementioned is due 
to the fact that the sources of organic nitrogen favor 
hyphal growth, because at this stage of microorganism 
development, the endogenous nitrogen reserve are 
exhausted since it is used for synthesizing proteins de 
novo during the initial events of germination (Smith 
and Grula, 1981).

A key to recover blastospores is the election of an 
adequate drying technique. Numerous inactive and 
organic materials are utilized as agents to stabilize 
different fungi propagules (Jackson et al., 1997). 
The results of the present study show that the 
support used for drying affected blastospore survival. 
Sandoval-Coronado et al. (2001) report viability of 
69.6 % in a medium with casamino acids and 21.9 % 
in medium with collagen peptone as nitrogen source 
for P. fumosoroseus blastospores with diatom earth at 
5 %, and they conclude that the production medium 
and the support used during drying might affect the 
drying-tolerance and stability in blastospore storage. 
Therefore, the production medium must provide 
nutritious environment maximizing blastospore 
production, capable of resisting desiccation, while 
the supports must provide a matrix that may protect 
the blastospores from storage conditions. This agrees 
with the reference given by Jackson (1999), where 
the nitrogen source present in the medium may 
impact on blastospore drying-tolerance.

Conidia production in solid substrate

Conidia production on rice grain (Oryza sativa 
L.) was 108 - 109 conidia g-1, and there were 
significant differences (p£0.05) among the assessed 
fungi. The minimum value of 2.35×108 conidia g-1 
was registered for strain GHA, and the maximum of 
1.82×109 conidia g-1 for isolate HIB-4; the isolates 
HIB-2, HIB-3, and HIB-5 had an average production 
of 1.22×109, 3.90×108, 8.90×108 conidia g-1 (Figure 
3). The germination values on average were higher 
than 90 % at 4 weeks of storage (Table 2). 

Rice is the most used substrate for mass production 
of entomopathogenic fungi, maintaining physical 
conditions with an adequate surface, efficient for 
mycelial growth, adequate nutritional balance, and 
specific conditions according to the requirements of 
isolation with respect to aeration and moisture. In 
some fungi, like Lecanicillium lecanii, the amount of 
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a la alta compactación que ejerce el hongo sobre el 
arroz, lo que evita aireación interna y reducción de la 
producción conidial (Cortez-Madrigal, 2007). Esto 
pudo ocurrir con B. bassiana, ya que el grano de arroz 
presentó dificultades por su tendencia a permanecer 
apelmazado después del proceso de esterilización. Es 
probable que este sustrato requiera un menor tiem-
po de  hidratación, aunque los rendimientos obteni-
dos coinciden con los reportados por Posada-Flórez 
(2008) de valores menores a 1×1010 conidios g-1 arroz  
para B. bassiana en un medio de cultivo bifásico, con 
una germinación promedio de 24 y 48 h del 80 y 
75 % en periodos de 15, 25, 35 y 45 d.

El rendimiento de la esporulación sobre un sus-
trato puede ser influenciado por factores como la 
técnica de cultivo, concentración del inóculo inicial, 
condiciones de temperatura, humedad, aireación, y 
tiempo de incubación (Figueroa et al., 2007). Incluso 
la elección del sustrato es un factor crítico ya que hay 
marcadas diferencias principalmente de origen nu-
tricional, y dependerá de factores de acuerdo a cada 
caso. Para considerar un sustrato como idóneo para 
la producción de conidios de una cepa o aislado de 
un entomopatógeno debe tener una alta productivi-
dad y rendimiento, lo cual depende de un contenido 

conidia may diminish, due to the strong compaction 
the fungus exerts on rice, which avoids internal 
aeration and may reduce conidial production (Cortez-
Madrigal, 2007). This may have caused difficulties 
with B. bassiana, since the rice grains tend to stick 
together after the sterilization process. Probably, this 
substrate requires less hydration time, although the 
yields obtained agree with those reported by Posada-
Flórez (2008), of values lower than 1×1010 conidia 
g-1 rice for B. bassiana in biphasic culture medium 
with mean germination of 24 and 48 h out of 80 and 
75 %, in periods of 15, 25, 35 and 45 d.

Sporulation yield on a substrate may be influenced 
by factors, such as culture technology, concentration 
of the initial inoculum, conditions of temperature, 
moisture, aeration, and time of incubation (Figueroa 
et al., 2007). Even the choice of the substrate is a 
critical factor, since there are marked differences, 
mainly of nutritional origin, and it will depend 
on factors according to each case. Considering a 
substrate as suitable for conidia production of a 
strain or an isolate of an entomopathogen, it must 
have high productivity and yield, depending on high 
contents of carbohydrates, nitrogen, microelements, 
B-complex vitamins, and high concentration of 
ions, needed for sporulation development and 
pathogenicity conservation of entomopathogenic 
fungi (Volcy and Pardo, 1994). The above-said would 

Cuadro 2.	Estabilidad de conidios de B. bassiana almacena-
dos a 4±2 °C durante cuatro semanas.

Table 2.	 Stability of B. bassiana conidia stored at 4±2 °C 
during four weeks.

Claves
Germinación (%)

Día 0† Semana
1 2 3 4

HIB-2 100 100 100 97 97
HIB-3 100 100 98 90 85
HIB-4 100 100 100 100 98
HIB-5 100 100 100 98 95
GHA 100 100 100 100 97
Media±DE 100 100 99.6±.81 97±3.76 94.4±4.9

Conidios producidos en bolsas de arroz como sustrato sólido a 
28 °C v Conidia produced in bags of rice as solid substrate at 
28 °C.
† Corresponde a la sobrevivencia de los conidios a los 14 d de 
incubación bajo condiciones de laboratorio (25±2 °C) v 
Corresponds to conidia survival at 14 d of incubation under 
laboratory conditions (25±2°C).

Figura 3.	 Conidios obtenidos en grano de arroz (Oryza sati-
va L.) de B. bassiana a los 14 d de incubación bajo 
condiciones de laboratorio (25±2 °C). Los trata-
mientos con diferente letra son significativamente 
diferentes (p£0.05). 

Figure 3.	 Conidia of B. bassiana obtained on rice grain 
(Oryza sativa L.) at 14 d of incubation under 
laboratory conditions (25±2°C). The treatments 
with different letter are significantly different 
(p£0.05).
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alto de carbohidratos, nitrógeno, microelementos, 
vitaminas del complejo B y una concentración alta 
de iones necesarios para el crecimiento, esporulación 
y conservación de la patogenicidad de los hongos 
entomopatógenos (Volcy y Pardo, 1994). Lo anterior 
impactaría directamente en su uso potencial como 
fuentes de inóculo para controlar plagas de impor-
tancia agrícola.

Conclusiones

Los análisis a los entomopatógenos utilizados en 
el presente estudio mostraron que la biomasa recu-
perada estuvo acorde a la concentración de blastoes-
poras, mientras que en la formulación, recuperación 
y germinación hubo diferencias entre los hongos 
evaluados. Respecto a la producción  y viabilidad de 
conidios en el medio bifásico, estos resultados fueron 
superiores a  los obtenidos para las blastoesporas en 
el medio líquido. Este estudio contribuye a compren-
der algunos aspectos esenciales para seleccionar un 
método de cultivo, así como los requerimientos nu-
tricionales para la producción de conidios y blastoes-
poras de aislados nativos de B. bassiana con potencial 
para manejar plagas con importancia agrícola.
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directly impact on their potential use as inoculum 
sources for pest control of agricultural importance.

Conclusions

The analyses on entomopathogens utilized in the 
present study showed that the recovered biomass was 
according to the observed blastospore concentration, 
whereas in formulation, recovering, and germination 
there were differences among the assessed fungi. 
With respect to production and viability of conidia 
in biphasic medium, these results were higher 
than those obtained for blastospores in liquid 
medium. This study contributes to comprehending 
some fundamental aspects for selecting a culture 
method as well as the nutritional requirements 
for the production of conidia and blastospores of 
native isolates of B. bassiana with potential for pest 
management of agricultural importance.

—End of the English version—
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