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Determinacion de temperatura y humedad optima
para la germinacion y esporulacion de cinco
aislamientos de Beauveria bassiana

Optimum temperature and humidity determination in
germination and sporulation of five
Beauveria bassiana isolates
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Resumen

Beauveria bassiana es un hongo entomopatégeno caracterizado por con-
trolar plagas a nivel mundial por sus excelentes caracteristicas patogénicas.
La eficacia de este hongo en el control depende de variables como aislamientos
especificos, humedad y temperaturas adecuadas necesarias para la germinacién
y esporulaciéon en el insecto. La finalidad de este trabajo fue determinar la
esporulacion de cinco aislamientos de Beauveria bassiana en dos sustratos,
tres temperaturas y tres humedades relativas diferentes y su capacidad
germinativa a 25°C y 30°C. La esporulacién se determiné a los trece dias de
crecimiento contando las esporas en la camara de Neubauer, segin el método
de French. El porcentaje de germinacion de esporas, se realizé en una camara
de crecimiento, realizando contaje entre 6 horas y 12 horas. El analisis de
varianza factorial determiné que existen diferencias significativas (P>0,05) en
la produccion de esporas en los aislamientos en los dos medios de cultivo y tres
temperaturas. El aislamiento Bb-05 el que presenté mayor cantidad de esporas
a 100% de humedad relativa no existiendo diferencias significativas entre 80%
v 90%. La mayor esporulaciéon fue en el aislamiento Bb-05 en los medios de
cultivos utilizados a 25°C y 30°C y a humedad relativa de 100%. La germinacién
de esporas presento diferencias significativas (P<0,05) entre las temperaturas,
con el mayor porcentaje de germinacion a 25°C y con diferencias significativas
entre aislamientos, presentandose la mayor germinacion en el Bb-05. Los cinco
aislamientos de B. bassiana presentaron una esporulacién superior a 107 espo-
ras/ml. Beauveria bassiana es un hongo entomopatégeno que tolera un rango
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amplio de temperatura y humedad relativa, es asi como se explica la capacidad
de esta especie para adaptarse a diferentes areas edafoclimaticas.

Palabras clave: Condiciones ambientales, Control biolégico, Beauveria
bassiana, entomopatégeno.

Abstract

The effectiveness of Beauveria bassiana to control insect plagues around
the world, is by its excellent pathogenic characteristic. Biological control depends
on variables as specific isolations, humidity and obligatory appropriate
temperatures for germination and sporulation in insects. The objective of this
research was to determine sporulation of five Beauveria bassiana isolations in
two different substrates, three different temperatures and three different
relative moistures and its germinating capacity at 25°C and 30°C. Sporulation
was determined to thirteen days of fungal growth by counting the spores in
Neubauer’s camera, according to the French’s method. Spores germination
percentage was carried out in a growth camera, carrying out the counting
between 6 and 12 hours. The factorial analysis variance determined that
significant differences exist (P>0,05) in the production of spores in the isolations
in the two culture medium and three temperatures, but there is no significant
differences among the interaction between the variable culture medium and
temperature (P>0,05). Significant differences were noted in the production of
spores in the relative moistures. When carrying out the analysis mean
comparisons of the spores’ production differences were not noted between the
temperatures 25°C and 30°C. The highest sporulation was in the isolation Bb-
05 in the culture medium used at 25°C and 30°C and relative humidity of 100%.
The spores germination showed significant differences (P<0,05) among the
temperatures, with the highest germination percentage at 25°C and with
significant differences among isolations. All B. bassiana isolations had a supe-
rior sporulation to 107 spores/ml. Beauveria bassiana is an entomopathogen
fungi that tolerates a wide range of temperature and relative moisture, and as
well as the capacity of this species is explained to adapt to different
environmental conditions.

Key words: Environmental conditions, Biological control, Beauveria bassiana,
entomopathogen.

Introduccion Introduction

El hongo Beauveria bassiana ha Fungal Beauveria bassiana
sido utilizado exitosamente para con- have been successfully used for
trolar plagas de muchas regiones del controlling pests of many regions in
mundo como parte de las estrategias world as a part of strategies of the
de manejo integrado de plagas. Por integrated management of pests. For
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sus caracteristicas patogénicas para
controlar insecto, su factibilidad de
reproducciéon en forma artificial y la
rentabilidad de su uso, este hongo re-
presenta una alternativa viable al ser
utilizado sin perjuicios al medio am-
biente y sin efectos téxicos (2). Sin
embargo, este hongo es afectado por
una compleja interaccién entre facto-
res ambientales biéticos y abidticos
entre los que se puede mencionar tem-
peratura, humedad, pH, luz,
hospedantes y sustratos (3, 13); por
lo que es importante considerar que
las limitaciones impuestas a la infec-
cién por un factor ambiental puede
restringir la efectividad del hongo
entomopatégeno sobre el control de
insectos (6).

Los factores ambientales tienen
gran importancia en la formacion,
germinacion, sobrevivencia y penetra-
cién de las esporas en la cuticula del
insecto (4, 14) y tanto las esporas como
las hifas del hongo sobreviven asocia-
dos al hospedante o al sustrato
influenciado por diferentes factores
bidticos y abiéticos (9).

Los hongos requieren de cierta
temperatura minima y alta humedad
relativa para poder desarrollarse y
efectuar sus actividades. Beauveria
bassiana puede encontrarse en un
amplio rango de temperatura que va
desde los 15°C a los 30°C y una hume-
dad relativa de 90% (1,2). Sin embar-
go, hay ciertas preferencias de estas
condiciones ambientales dependiendo
del aislamiento o cepa del hongo.

Las caracteristicas principales
para que un hongo entomopatégeno
sea eficaz en el control de insectos pla-
ga, son su formulacién y aplicacién
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its pathogen characteristics for
controlling insects, its reproduction
feasibility in artificial way and its use
rentability, this fungal represents a
viable alternative of being used
without damages to environment and
without toxic effects (2). However, this
fungal is affected by a complex
interaction between biotic and abiotic
environmental factors like
temperature, moisture, pH, light,
hosts and substrates (3, 13); so it is
important to consider limitations
imposed by infection by an
environment factor can restrict the
fungal entomopathogen effectiveness
on the insect control (6).

The environmental factors have
high importance in the formation,
germination, survival and
penetrating of spores in the insect
cuticle (4, 14) and as well spores as
fungal hyphen survives associated to
host or to the substrate influenced by
different biotic and abiotic factors (9).

Fungi requires of a minimum
temperature and high relative
temperature for developing and
affecting its activities. Beauveria
bassiana can be find in a wide rank
of temperature from 15°C to 30°C and
a relative moisture of 90% (1,2).
However, there are preferences of
these environmental conditions
depending of isolations or fungal
strain.

An entomopathogen is efficient
for controlling pest according its
formulation and the appropriate
applying as well the high virulence of
isolation (2).

The environmental factors act
direct and indirectly by affecting fungi
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apropiada, asi como la elevada viru-
lencia del aislamiento (2).

Los factores ambientales actian
directa e indirectamente afectando la
persistencia y sobrevivencia de los
hongos en la naturaleza (12, 15, 16).
La temperatura y la humedad tienen
influencia en todos los h4bitats, los
terrestre tiene mayor influencia la luz
en la forma de radiacién solar (16).

Estudios sobre el comportamien-
to de aislamientos de hongos
entomopatoégenos son indispensables
para emplear estrategias de control
de insectos de importancia econémi-
ca, pertenecientes a diferentes 6rde-
nes y cuyo comportamiento varia en
la naturaleza dependiendo de los fac-
tores ambientales imperantes. Es por
ello que, se evalu6 la esporulacion y
la capacidad de germinacion de cinco
aislamientos de Beauveria bassiana,
provenientes de diferentes localidades
y que son utilizados para el control
biolégico de insectos plaga en el esta-
do Trujillo, Venezuela.

Materiales y métodos

Se utilizaron cinco aislamientos
de Beauveria bassiana, provenientes
de 3 localidades del estado Trujillo,
codificados de la siguiente manera: los
aislamientos Bb-01 y Bb-02 fueron
aislados de Rodnius prolixus y
Heliotaurus sp, respectivamente, en
la localidad de Monay; los aislamien-
tos Bb-03 y Bb-04 de Hypothenemus
hampei, encontrados en Cuicas, y el
aislamiento Bb-05 fue aislado de
Premnotrypes vorax en la localidad de
Cabimbu. Todos los aislamientos son
reproducidos y mantenidos en el La-
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persistence and survival in nature
(12, 15, 16). Temperature and
moisture influences in all the
habitats, at terrestrial one, light have
a higher influence in the solar
radiation way. (16).

Studies about entomopathogens
fungi isolations behavior are essential
for employing strategies for
controlling insects of economical
importance, belonging to different
orders and with a behavior vary in
nature depending on environmental
factors. Therefore, sporulation and
germination capacity of five
Beauveria bassiana isolations coming
from different localities that are used
for biological control on pest insects
at Trujillo state.

Materials and methods

Five isolations of Beauveria
bassiana, coming from 3 places of
Trujillo state were codified as follows:
isolations Bb-01 and Bb-02 were
selected of Rodnius prolixus and
Heliotaurus sp, respectively, at
Monay locality; isolations Bb-03 and
Bb-04 of Hypothenemus hampei,
found in Cuicas, and isolation Bb-05
was selected of Premnotrypes vorax in
Cabimbu locality. All isolations are
reproduced and maintained in the
Phytopathology and Biological Con-
trol Laboratory "Dr. Carlos Diaz
Polanco" of the Nucleo Universitario
"Rafael Rangel" de la Universidad de
los Andes in Trujillo.

All isolations were sowed in the
Petri dishes containing culture
medium potato-dextrose-agar (PDA)
and a special medium (ME). Isolations
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boratorio de Fitopatologia y Control
Biolégico "Dr. Carlos Diaz Polanco"
del Nucleo Universitario "Rafael
Rangel" de la Universidad de los An-
des en Trujillo.

Todos los aislamientos fueron
sembrados en el centro de cajas de
Petri que contenian medio de cultivo
agar-papa-dextrosa (PDA) y Medio
Especial (ME). Los aislamientos ya en
las cajas de Petri, se incubaron en las
diferentes temperaturas (10°C, 25°C
y 30°C), colocando 5 cajas de Petri por
medio de cultivo y temperatura.

Los niveles de humedad relati-
va (80%, 90% y 100%) fueron contro-
lados utilizando el método de solucio-
nes saturadas con Cloruro de Sodio
(NaCl) en camaras con PDA; descrito
por Creahan (7).

Después de 13 dias de crecimien-
to de los aislamientos de Beauveria
bassiana en los dos medios de culti-
vos y en las 3 temperaturas se deter-
miné la concentraciéon de esporas, en
todas las cajas de Petri y se calcul6 el
promedio. Para determinar la
esporulacion (concentraciéon de espo-
ras) se tom6 1 cm? del medio conte-
niendo el hongo y se coloc6 en 9 ml de
agua destilada estéril, se mezcl6 en
el agitador magnético y de esta sus-
pension se realizé el contaje en la ca-
mara de Neubauer, segin el método
de French y Hebert (8).

El porcentaje de germinacién de
esporas, se realiz6 en una camara de
crecimiento, que consiste en una caja
de Petri que contiene papel absorben-
te, un triangulo de vidrio, un porta
objeto y cubre objeto; se colocé un cua-
drado de medio de cultivo PDA (2 cm
x 2 cm) en el porta objeto, y sobre él,
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in Petri dishes were incubated at
different temperatures (10°C, 25°C
and 30°C), by placing 5 Petri dishes
by culture medium, by temperature.

Relative moisture levels (80%,
90% and 100%) were controlled by
using the saturated solutions method
with sodium chloride (NaCl) in
chambers with PDA; described by
Creahan (7).

After 13 days of Treatment in
isolations of Beauveria bassiana in the
two culture mediums and in the three
temperatures, the spores’
concentration was determined in every
Petri dishes and mean was estimated.
For determining sporulation (spores
concentration) 1 cm? was taken from
medium by containing fungal and it
was placed in 9 ml of sterile distilled
water; it was mixed with magnetic
agitator and from this suspension the
count was accomplished in the
Neubauer chamber , according to
French method (8).

The spores germination
percentage was accomplished in a
growing chamber that consist of a
Petri dish with absorbent paper, a
glass triangle, a slide and a cover
slips; a square of PDA culture medium
(2 cm x 2 cm) in the slide and above it
a spores suspension of little
concentration was applied, with the
platinum handle of diameter of 4 mm.
Observations to microscope were
accomplished each 6 hours for
determining number of germinated
spores until 12 hours.

Data were processed through a
factorial analysis of variance and
means comparisons "Post Hoc" was
accomplished by Tukey test, in the
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se aplic6 una suspension de esporas
de baja concentracién, con el asa de
platino de didmetro de 4 mm. Cada 6
horas se realizaban observaciones al
microscopio para determinar el name-
ro de esporas germinadas hasta las
12 horas.

Los datos fueron procesados
mediante un analisis de varianza
factorial y las comparaciones de me-
dias "Post Hoc" se realizaron a través
de la prueba de Tukey, en el progra-
ma estadistico SPSS.11.0 para
Windows.

Resultados y discusion

Esporulacion de cinco aisla-
mientos de B. bassiana en medio
de cultivo PDA y ME a tempera-
turas de 10°C, 25°C y 30°C: Los cin-
co aislamientos presentaron una alta
produccion de esporas en PDA y ME,
a 25°C y 30°C, a los 13 dias de sem-
brados con valores mayores de 107 es-
poras/ml. El analisis de varianza de-
terminé que existen diferencias sig-
nificativas (P>0,05) en la produccién
de esporas de los aislamientos en los
dos medios de cultivo y las tres tem-
peraturas (cuadro 1). Al realizar el
andlisis de comparaciones de medias
"Post Hoc" (Tukey) de la producciéon
de esporas no existen diferencias en-
tre las temperaturas 25°C y 30°C y si
existen diferencias significativas en-
tre 10°C y 25°C y entre 10°C y 30°C.

Al analizar los aislamientos se
determiné que existen diferencias sig-
nificativas entre ellos (P<0,05), y en
la prueba de comparaciéon de medias
"Post Hoc", se comprobé que los ais-
lamientos Bb-02 y Bb-05 produjeron

statistical program SPSS.11.0 for
Windows.

Results and discusion

Sporulation of 5 isolations of
B. bassiana in culture medium of
PDA and ME to temperatures of
10°C, 25°C and 30°C.

Five (5) isolations showed a high
spores production high in PDA and
ME, to 25 °C and 30°C, at 13 days after
sowing with values higher of 107
spores/ml.

The analysis of variance
determined that there is significant
differences (P>0,05) in the spores
production in isolations of the two
culture mediums and the three
temperatures (table 1). When
analyzing means comparisons «Post
Hoc» (Tukey) of the spores production
there is no differences between the
spores production there is no
differences between temperatures
25°C and 30°C and there are
significant differences between 10°C
y 25°C and between 10°C and 30°C.

When analyzing isolations it
was determined that there are
significant differences among them
(P<0.05) and in the mean comparison
test "Post Hoc", isolations Bb-02 and
Bb-05 produced a high spores
quantity than the other isolations in
the two culture medium to 25°C and
30°C.

Beauveria bassiana, is affected
by a complex interaction of
environmental factors biotic and
abiotic likewise temperature,
moisture, air, pH, exposition to ultra
violet light, hosts and substrates (9,
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mayor cantidad de esporas que los
demaés aislamientos en los dos medios
de cultivos a 25°C y 30°C.

Beauveria bassiana, es afectada
por una compleja interaccién de fac-
tores ambientales bidticos y abiéticos,
como la temperatura, la humedad, la
aireacion, el pH, la exposicién a la luz
ultravioleta, hospederos y sustratos
(9, 10, 11). Mediante estos resultados
determinamos que la produccién de
esporas de Beauveria bassiana depen-
de del aislamiento, del sustrato y de
condiciones ambientales como tempe-
ratura y humedad relativa. Sin em-
bargo, estos aislamientos pueden
adoptar un comportamiento diferen-
te en condiciones de campo.

Esporulacion de cinco aisla-
mientos de B. bassiana a 80%, 90%
y 100% de humedad relativa: El
andlisis de varianza determiné que
existen diferencias significativas
(P>0,05) en la esporulacién de los ais-
lamientos a diferentes humedades
relativas, siendo el aislamiento Bb-05
el que presenté mayor cantidad de
esporas a 100% de humedad relativa
no existiendo diferencias significati-
vas entre 80% y 90% (cuadro 2).

Germinacion de esporas de
cinco aislamientos de B. bassiana
en PDA a 25° y 30°C. El porcentaje
de germinacion en los cinco aislamien-
tos fue superior al 60% a 25°C, mien-
tras que, a 30°C el porcentaje de
germinacion oscilé entre el 28% y el
37% (cuadro 3). El anaélisis de
varianza indicé que existen diferen-
cias significativas (P<0,05) en la
germinaciéon y depende de la tempe-
ratura, presentando el mayor porcen-
taje de germinacion el aislamiento Bb-
05 de 100% a 25°C.
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10, 11). Through these results it can
be determined that spores production
of Beauveria bassiana depends on
isolation, substrate and
environmental conditions like
temperature and relative moisture.
However, these isolations could adopt

a different behavior in filed
conditions.
Sporulation of five

isolations of B. bassiana to 80%,
90% and 100% of relative
moisture: The analysis of variance
determined that there are
significative differences (P>0.05) in
the isolations sporulation to different
relative moistures, being the isolation
Bb-05 which showed the higher spores
quantity to 100% of relative moisture;
there was not significative differences
between 80% and 90% (table 2).

Spores germination of five
isolations of B. bassiana in PDA
to 25° and 30°C:

Germination percentage of five
isolations was superior at 60% to
25°C, whereas at 30°C. The
germination percentage oscillates
between 28% and the 37% (table 3).
The analysis of variance showed that
there are significative differences
(P<0.05) in germination and depends
on temperature, by showing the
higher percentage of germination the
isolation Bb-05 of 100% at 25°C.

These results agree with those
found by Roberts and Humber (18)
and Beyer et al. (4) who says that a
high moisture (>90%) is required for
many fungi for conidia germinating
and also for sporulation. The optimum
germination for conidia of B. bassiana
occurs between 15°C and 25°C and
100% of relative moisture.
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Cuadro 2. Esporulaciéon (esporas/ml) de cinco aislamientos de
Beauveria bassiana a 80%, 90% y 100% de humedad relativa

alos 13 dias.

Table 2. Sporulation (spores/ml) of five Beauveria bassiana isolates to
80, 90 and 100% of relative moisture at 13 days.

Humedad Aislamientos
relativa
Bb-01 Bb-02 Bb-03 Bb-04 Bb-05
80% 1,1x107b 1,0x107 b 5,0x107 b 4,5x107b 2,5x107b
90% 2,2x107 a 6,5x107 a 2,56x107a 1,3x107a 7,0x107a
100% 5,0x107 a 7,0x107 a 4,5x107a 3,0x107a 7,56x107 a

Letras iguales no existe diferencias significativas en la esporulacion.

Estos resultados coinciden con
los encontrados por Roberts y Humber
(18) y Beyer et al. (4) quienes sefialan
que una alta humedad (>90%) es re-
querida por muchos hongos para la
germinacién de las conidias y también
para la esporulacién. La germinacién
0ptima para las conidias de B.
bassiana ocurre entre 15°C y 25°C y
100% humedad relativa.

Carreno (5) and Tanada and
Kaya (19) affirm that spores
germination depends on a great
extent on environmental moisture
and temperature and in a lesser
extent to light and nutritional
conditions, and according to
Guillespie (11) the water level is
determinant in fungi growing and
little differences at relative moisture
levels alter conidia application could

Cuadro 3. Porcentaje de germinacion de cinco aislamientos de B.

bassiana en PDA a 25°C.
Table 3. Germination percentage of five B. bassiana isolations in PDA
to 25°C.
Aislamientos Porcentaje de germinacion (%)
25°C 30°C
Bb-01 60 31
Bb-02 60 29
Bb-03 62 32
Bb-04 59 28
Bb-05 100 37

423



Godoy et al.

Carreno (5) y Tanada y Kaya
(19) sefialan que la germinaciéon de las
esporas depende en gran parte de la
humedad ambiental y temperatura y
en menor grado a las condiciones de
luz y nutricionales, y segtin Guillespie
(11) el nivel de agua es determinante
en el crecimiento de los hongos, y pe-
quenas diferencias en los niveles de
humedad relativa después de la apli-
cacion de conidias, pueden determi-
nar de un modo u otro el éxito del hon-
go en el control de insectos plaga.

Conclusiones

El aislamiento Bb-02 y Bb-05
tuvieron la mayor esporulacién en los
medios PDA y ME, a 25°C y 30°C y
Bb-05 el mayor porcentaje de
germinacion de los cinco aislamientos
evaluados.

El porcentaje de germinacién de
esporas fue mayor a 25°C, entre el
60% para Bb-01 y Bb-02 y 100% para
Bb-05.

Beauveria bassiana es un hon-
go entomopatogeno que tolera un ran-
go amplio de temperatura y humedad
relativa, es asi como se explica la ca-
pacidad de esta especie para adaptar-
se a diferentes areas edafoclimaticas.
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Conclusions
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this specie for adapting to different
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