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.  INTRODUCCION

Los plaguicidas sintéticos han sido el pilar de la lucha contra las plagas de insectos
por mas de 50 afios. Sin embargo la resistencia a los insecticidas, el resurgimiento de
plagas y el dafio ambiental causado por éstos dan la pauta para la busqueda de
formas alternativas para combatir este problema, es asi como nace el control biolégico
de plagas. EIl control biolégico se considera como método basico en las estrategias
del Manejo Integrado de Plagas (MIP) para el combate de plagas agricolas, para ello
se utilizan organismos entomopatdégenos tales como virus, hongos, bacterias,
nematodos y protozoarios. El uso de hongos entomopatdégenos en el control de plagas
se ha incrementado a nivel global en las ultimas décadas (Faria and Wraight, 2007),
la produccidn de estos hongos se dan de manera exitosa en un sustrato especifico
como es el arroz entero de calidad con costo relativamente elevado; por lo que se

requiere sustratos mas econémicos y eficientes.

En El Instituto de Cultivos Tropicales se realizd el presente trabajo de investigacion
con la finalidad de obtener nuevos sustratos para la produccion de los Hongos
Entomopatégenos Beauveria bassiana, Lecanicillium lecanii y Metarhizium anisopliae,
haciendo uso de cascarilla de arroz molida, cascarilla de arroz entera, aserrin, maiz
molido, coronta de maiz molida, cascara de mani molida y fielen enriquecidos con

levadura de cerveza, melaza de cafia y carbonato de calcio (CaCos).

Por consiguiente, los resultados de este trabajo describen el gran potencial que tienen
los diversos tratamientos; la cascara de mani enriquecida con levadura de cerveza,
melaza de cafia y carbonato de calcio; fueron los sustratos mas sobresalientes en la
produccion de conidios de Beauveria bassiana, Lecanicillium lecanii y Metarhizium

anisopliae respectivamente.
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2.2

II.  OBJETIVOS

Objetivo general:
Optimizar el uso de sustratos a base de residuos organicos para la produccién

de hongos entomopatdégenos en condiciones de laboratorio.

Objetivos especificos:
Determinar la eficiencia de sustratos a base de residuos organicos para la

produccién de conidios de Beauveria bassiana.

Determinar la eficiencia de sustratos a base de residuos organicos para la

produccién de conidios de Lecanicillium lecanii.

Determinar la eficiencia de sustratos a base de residuos organicos para la

produccién de conidios de Metarhizium anisopliae.
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Il. REVISION DE LITERATURA

Control biologico (CB)

El factor que limita la produccion de los cultivos son las plagas agricolas. El uso
indiscriminado de insecticidas sintéticos ha traido como consecuencia la
seleccion de individuos resistentes, el resurgimiento de nuevas plagas y la
contaminacion ambiental (Angel-Cuapio, 2011). Como tal, comprende la
aplicacion armonica de diferentes métodos de control, como la lucha biologica
y las précticas culturales que requiere el cultivo, teniendo en cuenta los niveles
poblacionales de las plagas y enfermedades a controlar, la presencia de los
bio-reguladores naturales, las etapas fenoldgicas del cultivo y las condiciones

ambientales presentes (Alatorre-Rosas, 2006).

Entre los organismos mas utilizados como agentes de control se incluyen virus,
bacterias y sus toxinas, hongos y otros microorganismos patdgenos. Estos
microorganismos generalmente tienen como efecto la muerte directa de la
especie de insecto que atacan o actian como antagonistas inhibiendo el
desarrollo de otros microorganismos mediante sustancias que excretan.
Aproximadamente el 80% de las enfermedades que se producen en los

insectos tienen como agente causal un hongo (Badii, 2006).

El uso de hongos entomopatdégenos (HEP) para el control de tales insectos
constituye, por lo tanto un componente importante, siendo muchos los hongos
mencionados en diversos estudios que se usan para este proposito. Los

hongos como Beauveria sp., Metarhizium anisopliae, Lecanicillium lecanii,
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Paecilomyces sp., son comunes en el campo. Estos hongos tienen un amplio
rango de hospederos y se han utilizado para controlar diversas plagas en

diferentes lugares (Angel-Cuapio, 2011).

Hongos entomopatégenos (HEP)

Los entomopatdégenos son microorganismos capaces de infectar y desarrollar
una enfermedad en un insecto huésped al cual terminan matando (ICA, 2005).
En diferentes paises se utilizan como agentes de control biologico, una
alternativa viable para regular los insectos fitéfagos que afectan cultivos de
importancia econdmica dentro de un programa de manejo de plagas (Alatorre-

Rosas, 2006).

La mayoria de los bioplaguicidas elaborados con base en HEP
comercialmente disponibles en el mercado incluyen cepas de Beauveria
bassiana, Metarhizium anisopliae y Paecilomyces sp.; estas especies
producen una cantidad considerablemente grande de conidios (esporas
asexuales) que son responsables de la infeccion y se dispersan en el medio
ambiente debido a las corrientes del viento, o bien por el mismo insecto que se
encuentre infectado al entrar en contacto con uno sano. Cuando los
conidios estan sobre la cuticula de un huésped, se fijan y germinan, iniciando
una serie de cascadas de reacciones de reconocimiento y activacion de
enzimas, tanto por el huésped como por el hongo (Angel-Cuapio, 2011). La

enfermedad producida por hongos se llama micosis (Elizalde—Blancas, 2006).



Los HEP pueden ocasionar enfermedad y propagarse en la poblacion de
artrépodos, dependiendo de las interacciones y factores relacionados con: el
patdgeno (patogénicidad, virulencia, dispersion y persistencia), el hospedero
(susceptibilidad, densidad, distribucion y comportamiento) y el medio
ambiente (abioticos: temperatura, humedad, viento, lluvias y bidticos:
parasitos, depredadores, planta - huésped) (Cérdova, 2010). Entre los géneros
de HEP se destacan: Beauveria, Hirsutella, Metarhizium, Paecilomyces y

Lecanicillium (Cérdova, 2010).

Especificamente los hongos del género Metarhizium y Beauveria, han sido
utilizados exitosamente en el control de algunos insectos sociales (Mena
Cérdova, 2010), que se encuentra distribuidos con amplitud en la naturaleza en
las diversas zonas climéticas (Urtubia et al, 2007). Los hongos como Beauveria
spp., Metarizium aisopliae, Lecanicillium lecanii y Paecilomyces spp., son
comunes en el campo. Estos hongos tienen un amplio rango de hospedantes y
han sido utilizados para controlar diversas plagas en diferentes lugares

(Caniedo y Ames, 2004).

Estos géneros pertenecen a la divisibn Eumycota y a la subdivisién
Deuteromycotina, también llamados hongos imperfectos porque
aparentemente no se conoce su fase sexual y se reproducen por conidios
(esporas asexuales), todas eéstas especies presentan micelio septado y
ramificado y los conidios son producidos por fialidas. Se conocen alrededor de
100 especies con efecto insecticida, sin embargo, solamente cerca de 20

especies han sido estudiadas como agentes de control (Carballo et al, 2004).



Los hongos entomopatdégenos tienen un gran potencial como agentes de

control, ya que constituyen un grupo con mas de 750 especies que al

dispersarse en el ambiente provocan infecciones fungicas en las poblaciones

de insectos. Estos hongos inician su proceso infectivo sobre sus hospedantes

en las siguientes fases: germinacion, formaciéon de apresorios, formacion de

estructuras de penetracion, colonizacion y reproduccion. La unidad infectiva

esta constituido por conidios (Castro, 2013).

Cafledo y Ames (2004), mencionan que las principales ventajas de estos

hongos son:

1.

Presentan grados variables de especificidad, pueden ser especificos a nivel
de familia o especies muy relacionadas. En el caso de las cepas, pueden
ser especificas a nivel de especie, sin afectar a los enemigos naturales.

Si el entomopatdgeno encuentra las condiciones adecuadas para
introducirse y colonizar un ecosistema, se reproduce y renueva en forma
continua, es decir, se vuelve persistente, haciendo innecesarias nuevas

aplicaciones.

3. Se pueden aplicar mezclas de hongos entomopatdgenos con dosis sub

letales de insecticidas para lograr efectos sinérgicos superiores a los
logrados con aplicaciones de cada producto por separado.

No contaminan el medio ambiente ni afectan al hombre u otros.

Cuando el hongo no llega a causar la muerte directamente, se presentan
efectos secundarios que alteran el normal desarrollo del ciclo de vida del

insecto.
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Carnledo y Ames (2004); mencionan algunas desventajas, como:

1. Sensibilidad a la variacion de las condiciones climaticas como temperaturas
extremas, desecacion y luz ultravioleta. Estas limitantes estan siendo
contrarrestadas mediante el uso de aditivos (protectores solares, aceites
antidesecantes).

2. Requieren de condiciones de almacenamiento mas exigentes que las
moléculas inorganicas, para evitar que pierdan su patogenicidad.

3. En general, los insecticidas biolégicos no matan instantAneamente.
Alcanzan buenos niveles de control entre una y tres semanas después de
la aplicacion, dependiendo de la plaga y del ambiente.

Sin embargo, el insecto deja de ser plaga al ser parasitado por el hongo,

deja de alimentarse mucho antes de morir, disminuyendo el dafio.

Caracteristicas de los principales hongos entomopatégenos.

Los hongos entomopatdgenos poseen caracteristicas muy especiales que
les permiten sobrevivir en forma parasitica sobre los insectos y en forma
saprofita sobre material vegetal en descomposicion. El crecimiento saprofito
puede dar como resultado la produccion de conidiéforos, conidios y desarrollo
miceliar, lo cual permite que el hongo pueda ser cultivado en el laboratorio
utilizando técnicas de produccién en masa de bajo costo como lo describe

Carrefio (2003).

3.3.1 Beauveria bassiana
Este hongo ha sido aislado de méas de 200 especies de insectos de diferentes

ordenes, incluyendo plagas de cultivos de importancia econémica.



La fructificacion esta constituida por células conidiégenas que forman conidios
sucesivas en un raquis que se desarrolla en forma de zigzag. Esta fructificacion
ocurre como synmema o conjunto de células conidiégenas unidas (Gomez, et

al; 2011).

En nuestro pais esta especie de hongo se utiliza para el control de plagas como
la “broca de café” (Hypothenemus hampei), “gorgojo negro de platano”
(cosmopolites sordidus), “palomitas de la col (Plutella xylostella, Hellula
undella), pulgones, arafiitas rojas. Los insectos muertos por este hongo
presentan una cubierta blanca algodonosa sobre el cuerpo, la cual esta
formada por el micelio y esporas del hongo (Gémez, et al; 2011).

Estos hongos presentan colonias blancas que se vuelven crema, amarillo
palidas, incoloras al reverso, amarillas o rojizas, en medio Papa Dextrosa Agar
(PDA) O Agar Extracto de Malta (MEA) presentan aspecto aterciopelado a

polvoriento (Gémez, et al; 2011).

3.3.2 Lecanicillium lecanii

Presenta micelio tabicado, conidiéforos simples o verticilados, mas anchos en
la base y adelgazandose hacia los extremos, en donde se encuentran los
conidios agrupados en cabezuelas, rodeados de una sustancia mucilaginosa,
unicelulares, hialinos, forma cilindricos a ovoides. Este hongo cubre con un
micelio de color blanco a sus hospederos, rodeandolo como con un halo, de alli
que se le conoce con el nombre de “hongo blanco de la corona” (Gomez, et al;

2011).



En nuestro pais este hongo se utiliza para controlar “moscas blancas”, Bemisia
tabaco, Paraleyrodes citri, Trialeurodes vaporariorum, Aleurodicucs cocois,
pulgones y arafiitas rojas. (Gomez, et al; 2011).

Las caracteristicas que presenta este hongo son colonias blancas o cremas,
algodonosas delicadas, incoloras al reverso, amarillo palido o amarillo oscuro a
los 10 dias a 25 ° C en Agar-Estracto de Malta (MEA) o en Papa Dextrosa Agar

(PDA) (Gomez, et al; 2011).

3.3.3 Metarhizium anisopliae

Es uno de los hongos entomopatégenos mas conocidos, siendo la primera
especie que se evalud en condiciones de campo para el control de un insecto
fitofago. Este hongo presenta un alto potencial para controlar plagas en todos
los agroecosistemas del mundo. Son activos contra una gran diversidad de
insectos en diferentes 6rdenes y familias, debido a su caracter cosmopolita y
su gran diversidad genética, ademas de ser un agente seguro, con minimos
riesgos para el hombre, los vertebrados y el medio ambiente, tiene una alta

persistencia cuando es aplicado al suelo. (Barajas et al., 2010).

Presentan conidiéforo ramificado, conidios cilindricos a ovales que se forman
en cadenas originales en fidlides. Los conidios son producidos en sucesion
basipétala, estando la colonia mas joven en la base de la cadena. Los conidios
son blancos cuando son jovenes, pero conforme maduran toman el color verde

oscuro caracteristico de esta especie (Gomez, et al; 2011).
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Este patdogeno ataca naturalmente mas de 300 especies de insectos de

diversos ordenes (Carballo, et al.; 2004).

En nuestro pais este hongo se utiliza para el control de algunos insectos plaga
como “gusanos blancos” o “chacareros”, palomillas de la col (Plutella xylostella,
Hellula undella) (Gomez, et al.; 2011). Una de las principales caracteristicas de
este hongo es que presenta colonias de color verde que varian desde el
olivaceo hasta amarillo-verde o verde oscuro. Desarrollan bien a 20 °C en Papa

Dextrosa Agar (PDA) (Gomez, et al.; 2011).

Mecanismo de accién de los hongos entomopatégenos

De modo general, el mecanismo de accién de los hongos entomopatégenos
sobre los insectos se desarrolla en varias fases que son: germinacion,
formacion de apresorios, formacién de estructuras de penetracién, colonizacion
y reproduccion. La unidad infectiva son las estructuras de reproduccién sexual

0 asexual, es decir las esporas o los conidios (Garcia, 2012).

El proceso inicia cuando el conidio se adhiere a la cuticula del insecto; luego se
produce un tubo germinativo y un apresorio; con éste el hongo se fija a la
cuticula y con el tubo germinativo (hifa de penetracion) penetra al interior de las
distintas capas de la cuticula del insecto; en la que interviene un mecanismo
fisico - quimico, el primero consiste en la presion ejercida por la hifa, la cual
rompe las areas esclerosadas y membranosas de la cuticula (Pucheta et al.,
2006); los hongos, ademas, pueden infectar a los insectos a través de las

aberturas corporales como son cavidad bucal, espiraculos y otras aberturas
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externas; iniciando una serie de reacciones de reconocimiento y activacion de
enzimas, tanto por el huésped como por el hongo; por otra parte, las esporas
pueden germinar rapidamente en estos ambientes por ser humedos. (Cafiedo

y Ames, 2004; Montesinos-Matias, 2011).

El mecanismo quimico consiste en la accion enzimatica, principalmente de
proteasas, lipasas y quitinasas, las cuales causan descomposicion del tejido en
la zona de penetracion. Después de la penetracion, la hifa se ensancha y
ramifica dentro del tejido del insecto, colonizandolo completamente en forma
de blastosporas en la hemolinfa, y a partir de la cual se forman pequefias

colonias y estructuras del hongo (Garcia et al., 2008).

Al agotarse los nutrientes dentro del insecto, el hongo inicia un crecimiento
miceliar invadiendo los 6rganos del hospedero; finalmente, las hifas penetran
la cuticula desde el interior del insecto y emergen a la superficie iniciando la
formacién de conidios, con lo que se puede completar el ciclo infectivo (Pucheta

et al., 2006).

Gomez et al., 2011. Menciona que no es facil determinar con precision los
mecanismos que intervienen en las interacciones entre los hongos
entomopatdégenos y los insectos. En general la mayoria de los hongos de
plantas y vertebrados infectan al hospedante a través de la cuticula. El contacto
entre la unidad infectiva del entomopatdégeno y el insecto es indispensable para

el inicio del proceso infeccioso.
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3.4.1 Adhesion del conidio a la cuticula del insecto.

Es el contacto de la unidad infectiva del hongo o conidio con la superficie del
insecto. Las responsables de esta unidn son las caracteristicas fisicas y
guimicas de las superficies tanto del conidio como de la superficie del insecto.
En algunos hongos la adhesion es un proceso no especifico, mientras que en
otros es un proceso especifico para los conidios. Las zonas de adhesion, son

las regiones intersegmentales o zonas blandas. (Gomez, et al; 2011).

3.4.2 Germinacién de los conidios

Es el proceso mediante el cual el conidio y/o espora sobre el integumento del
insecto, germina emitiendo un tubo germinativo, formando luego un apresorio
con el cual se fija en la cuticula. El tubo germinativo puede ser largo o corto y
algunos casos no llega a formarse. El tiempo de germinacion dependiendo de

la cepa es de 12 a 20 horas (Gomez, et al; 2011).

3.4.3 Penetracion del integumento

La penetracion de la cuticula del insecto, ocurre como resultado de la
degradacion enzimatica de la cuticula y la presion mecénica ejercida por el tubo
germinativo. En este proceso participa un mecanismo fisico y otro quimico, el
primero consiste en la presion ejercida por la estructura de penetracion, la cual
rompe las areas esclerotizadas y membranosas de la cuticula. EI mecanismo
guimico consiste en la accion enzimatica, principalmente proteasas, lipasas y
quitinasas las cuales degradan los tejidos de la zona de penetracion, la que
facilita la penetracion fisica. El tiempo de la penetracion es de 8 a 12 horas
(Goémez, et al; 2011).

12



3.4.4 Multiplicacion del hongo en el hemocele

Una vez que el hongo llega al hemocele, la hifa se ensancha y ramifica dentro
del tejido del insecto, en forma de levaduras o desarrollo por gemacion,
produciendo formas miceliales libres y unicelulares llamadas blastosporas

(Goémez, et al; 2011).

3.4.5 Produccion de toxinas

Los hongos producen toxinas que matan al insecto, aunque algunos hongos
aparentemente no poseen toxinas y matan al insecto al consumir todos sus
nutrientes. Las toxinas son sustancias de baja toxicidad para mamiferos pero
muy toxicos para artropodos, causando la muerte del insecto debido a sus
propiedades insecticidas, produciendo la degeneracion de los tejidos producto
de la pérdida de su integridad estructural de las membranas seguido de la
deshidratacion de las células por pérdida del fluido, ademas actian como
inhibidores de las reacciones de defensa del insecto. Las toxinas producidas
pueden ser enzimas las cuales pueden ser secretadas en cantidades
significativas tanto por el cuerpo del insecto como en los medios de cultivo
(lipasas, licogenasa, amilasas y quitinasas), o metabolitos secundarios, cuya
produccion es una propiedad genética de los hongos, pudiendo ser afectada
por diferentes factores como nutrientes, pH, temperatura, etc. (Gémez, et al;

2011).

3.4.6 Muerte del insecto
La muerte del insecto infectado, ocurre generalmente antes de que el hongo
colonice totalmente el hemocele del insecto, debido a gran parte a la accion de
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las toxinas. Con la muerte del insecto finaliza la parte parasitica y se inicia la
fase saprofitica. El tiempo de la muerte depende de la cepa del hongo del

hospedante y de las condiciones ambientales (Gomez, et al; 2011).

3.4.7 Colonizacion

Una vez muerto el insecto, el micelio invade todos los 6rganos y tejidos.
Después de la colonizacion, en la mayoria de los casos los hongos producen
sustancias antibacteriales que impiden la descomposicion del insecto
manteniéndolo como una momia, también puede presentarse el cambio de
color en el cadaver del insecto. El tiempo que dura la colonizacion es de 3 a 8

dias, dependiendo de la cepa del hongo (Gémez, et al; 2011).

3.4.8 Emergencia

Después de la muerte del insecto, si las condiciones de humedad relativa
ambiental son favorables, (= a 90 %) el hongo emerge al exterior a través de la
cuticula principalmente a través de las zonas menos esclerosadas, y esporulan
sobre el cadaver produciendo inéculo para infectar a otros insectos. Si las
condiciones externas no son favorables, el hongo permanece en el interior del
insecto, protegido por el integumento, donde puede sobrevivir por algunos
meses, hasta que lleguen las condiciones favorables para su esporulacion

(Goémez, et al; 2011).

3.4.9 Esporulacion
Cuando las hifas emergen al exterior y si las condiciones de humedad relativa

son favorables, ocurre la produccion de conidios o esporas en un periodo de 24
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3.5

a 48 horas. En esta fase el insecto muerto adquiere la coloracion caracteristica

del hongo involucrado (Gomez, et al; 2011).

3.4.10 Diseminacion

Las conidias o esporas del hongo que son las unidades infectivas se diseminan
por medio del viento, lluvia, animales, hombre, buscando nuevos hospedantes
para iniciar el proceso de infeccion. La dispersion puede ser un proceso activo
0 pasivo, dependiendo de las caracteristicas de la colonia y del esporangio

(Gbémez, et al; 2011).

Antecedentes de produccién de hongos entomopatégenos

Los hongos entomopatdgenos tienen un gran potencial para ser empleados
como biocontroladores (Cafiedo y Ames, 2004). Son tratados de forma
industrial, es decir, que se cultivan, formulan, empaquetan, almacenan y se
comercializan como un insecticida convencional. (Badii, 2006; Giraldo, 2009).
Por ejemplo, los géneros Beauveria sp, Metarhizium sp tienen un amplio uso y
aceptacion por su especificidad y efectividad como insecticidas biolégicos
(Cafiedo y Ames, 2004; Morales y col., 2009; Garciay Gonzalez, 2010). Se

suelen comercializar en preparados a base de esporas (Giraldo, 2009).

Se han reportado diferentes trabajos de investigacion que conllevan a la
mejoria en el rendimiento y esporulacion de hongos entomopatdgenos. Se
estudiaron en diferentes sustratos organicos y sintéticos aunque no solo

depende del aislado sino del tipo de medio de cultivo (Cuapio, 2011).

15



De acuerdo con Cafiedo y Ames, (2004); Rodriguez y Arredondo, (2007) y St
Leger, (2007) las condiciones de humedad y temperatura ambiental son
factores que inciden proporcionalmente en la germinacion y proliferacion de los

HEP.

Gomez, et al; (2011) menciona que la utilizacion de productos a base de hongos
entomopatdégenos, implica una serie de acciones las cuales van a determinar
la obtencién de productos bioldgicos de alta eficiencia en la reduccion de las
plagas para las cuales se estan utilizando. Para la obtencidn de estos productos
biolégicos se requiere producir estos hongos entomopatdégenos, el cual
consiste en la multiplicacion masiva del hongo y sus estructuras reproductivas
(conidios) en un sustrato natural como: arroz, trigo, cebada, maiz, frijol y soya,

siendo los mas utilizados el arroz y el trigo.

En otros trabajos de investigacién se han probado arroz limpio, trigo, cebada,
maiz partido, cascarilla de cereales, pasto seco picado, entre otros (Cafiedo y

Ames, 2004).

Sandoval-Coronado et al., (2011) en su trabajo de investigacion “Produccién en
cultivo sélido de Metarhizium anisopliae en grano de arroz cocido a diferentes
concentraciones de agua”, usé arroz Sinaloa adquirido a forma de granel y
triturado a través de un molino para obtener particulas mas pequenas, los
mejores resultados los encontro de forma variada entre los tratamientos arroz
triturado + 10 ml de agua destilada (3,5 x 10° conidios g de sustrato), arroz

entero + 30 ml de agua destilada (3,4 x10°5 x 10° conidios g de sustrato) y
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arroz entero + 40 ml agua destilada (3.8 x 10° conidios g de sustrato). El
porcentaje de germinacion de las esporas producidas oscilaron entre 81.4 y
98.34 correspondieron a los tratamientos arroz triturado + 10 ml de agua
destilada y arroz entero + 30 ml de agua destilada, respectivamente. Los
porcentajes por lo general se presentaron con buena viabilidad por arriba del

90%.

Grabowski (2005), en su investigacion sobre: “Eficiencia de sustratos sobre la
esporulacion de hongos entomopatégenos Beauveria bassiana, Metarhizium
anisopliae, y Paecilomyces sp.” comparo la eficiencia de la esporulacion de los
hongos Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae a base de sustratos de
arroz + melaza, arroz + levadura + melaza, arroz + levadura + azucar, arroz +
harina de maiz + melaza, arroz + harina de maiz + azucar, arroz + cafia de
azucar triturada, arroz + harina de maiz + cafia de azucar triturada y un testigo
compuesto por arroz + azlcar. Los resultados obtenidos demostraron que
Beauveria bassiana produce elevada concentraciéon de esporas (16,50 x 10°
esporas mlt) en el sustrato compuesto por arroz + cafa de azUcar triturada.
Metarhizium anisopliae alcanzé la mas elevada concentracién (45,77x10°
esporas mlt) sobre el sustrato compuesto por arroz + harina de maiz + cafia

de azuUcar triturada.

Gomez et al. (2011), nos menciona que concentraciones de conidios mayores

o igual a 1 x 10° conidios g* de sustrato estan siendo aptas para ser utilizadas

en campo.
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Tlecutil (2010), nos menciona en el trabajo de investigacién “Produccién de
conidios de Metarhizium anisopliae en cultivos con concentraciones
modificadas de Oz y CO2. Se observo que el mejor sustrato para la produccion
de conidios fue la avena adicionada con peptona y que a concentraciones altas
de oxigeno, se obtienen mejores rendimientos de conidios, con (4.25 X 107

conidios g de sustrato).

En estudios similares, Prakash et al. (2008), evaluaron distintos sustratos como
el arroz, cebada y sorgo sobre la produccién de conidios de Metarhizium

anisopliae, observando que el mejor sustrato fue el arroz.

La produccién de conidios en distintas especies de hongos entomopatégenos
se ve afectado por diversos factores, entre ellos los nutricionales (Tlecutil,
2010). (Shah et al., 2005; Rangel et al., 2006). Consideran que los factores
nutricionales durante el crecimiento de Metarhizium anisopliae afectan la
germinaciéon de los conidios. Ibrahim et al., (2002); reportan que los medios
ricos en nutrientes, como agar extracto de levadura permitieron una mayor

germinacion de los conidios de M. anisopliae.

Cortez-Madrigal (2007), en el trabajo de investigacion produccién de
Lecanicillium lecanii en diferentes sustratos y patogenicidad, nos menciona que
los sustratos con mayor produccion de conidios fueron bagazo de cafia 'y arroz
(839,7 £1,2 x 10°% g 1), sorgo y olote (825,8 + 1,7 x 10° g -1). Aunque el pulido

fue el medio menos eficiente, la produccion conidial en todas sus
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combinaciones fue superior a la del arroz solo, que mostré la menor produccion

conidial (265,4 +1 x 108 g%).

Monzon (2001), menciona que el rendimiento de conidios esta determinado por
la cepa y el estado de la misma y varia desde 5 x 10° hasta 2,5 x 10*! esporas

ml1L.

Los estudios de Cintra et al., (2001), afirmaron que el uso de aditivos en medios
de cultivo de arroz para la produccion de Metarhizium anisopliae aumenta la

esporulacion del mismo.

Recuento directo de conidios

Gomez et al., (2011), determiné la cantidad de conidios tipicos del hongo
entomopatdégeno presente en 1 g del producto final de la siguiente manera: de
cada 10 bolsas preparadas, se toma una bolsa al azar y se lleva a la camara
de flujo laminar, se abre y se toma 1 g, el cual se pone en una bolsa estéril
conteniendo 10 ml de Tween al 0,1%, en este caso la suspensioén corresponde

a 1070, se agita bien para mezclar durante 1 minuto.

Este mismo procedimiento se realiza también en un tubo de prueba que
contiene 10 ml de Tween al 0,1% agitando en un vértex por 1 minuto. Luego se
realiza la dilucién 10! tomando 1ml de la bolsa o del tubo y se le adiciona a un
tubo de prueba que contiene 9 ml de Tween al 0,1% y asi sucesivamente hasta

consequir la dilucién 10-2. Es aconsejable que por cada dilucién que se haga,
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3.7

el tubo de la dilucion correspondiente se agite durante 30 segundos en un

vortex.

Con una pipeta Pasteur, se toma una muestra de la dltima dilucion y se llena la
camara de Neubauer por capilaridad, luego es llevada al microscopio, donde
se procedio a contar los conidios en el cuadrante central y en el cuadrante de
las cuatro esquinas de la camara, de esta manera se determind la

concentracion de conidios por ml mediante la siguiente formula:

N° conidios gt = X*5%104*ID
5 = N° cuadraditos contados en el cuadrante central

X = Promedio de conidios contados

ID = Inversa de la dilucion empleada

Para obtener el numero de conidios por gramo del producto, se multiplicé el
promedio del nimero de conidios por mililitro obtenido en el recuento, por el
volumen empleado en la preparacion de la suspension 10° y se dividié por el
peso de la muestra utilizada.

Si el producto tiene una concentracion de (conidios g*) =2 109, estara apto para

ser utilizado en campo Gémez et al., (2011).

Camara de Neubauer
La camara de Neubauer es una camara de contaje adaptada al microscopio de
campo claro o al de contraste de fases. Se trata de un portaobjetos con una

depresion en el centro, en el fondo de la cual se ha marcado con la ayuda de
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3.8

un diamante una cuadricula, correspondiente a un cuadrado 3 X 3 mm, con una

separacion entre dos lineas consecutivas de 0,25 mm.

Asi el area sombreada marcada L corresponde a 1 milimetro cuadrado. La
depresion central del cubreobjetos esta hundida 0,1 mm respecto a la
superficie, de forma que cuando se cubre con un cubreobjetos éste dista de la
superficie marcada 0,1 milimetro, y el volumen comprendido entre la superficie
L y el cubre objeto es de 0,1 milimetro cubico, es decir 0,1 microlitro que es
igual a 0,0001 cm?. El conteo de conidios se realiza en el cuadrante medio

central, contando cinco cuadraditos, los 4 de las esquinas y el centro.

En cada cuadradito del cuadrante medio central se cuentan todos los conidios
gue se encuentren dentro y en las lineas de borde superior e izquierda del
cuadradito, no se cuentan los conidios que se encuentran en las lineas de borde

inferior y derecha. Gomez et al., (2011).

Porcentaje de germinacion o viabilidad
Con esta prueba se determina el porcentaje de conidios tipicos del hongo que
esta en condiciones de germinar en un periodo de tiempo determinado.

Férmula:

% Germinacion= *100

a+b
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a = namero de conidios germinadas
b= ndmero de conidios sin germinar
Gomez et al. (2011), menciona que si el resultado es igual o superior al 90 %

se considerara que la viabilidad del producto es satisfactorio

Composicién nutricional

Levadura de cerveza

La levadura de cerveza se compone de microorganismos muy activos, con una
gran capacidad de reproduccién. Durante este proceso, se generan
practicamente todas las vitaminas y proteinas vegetales de gran valor biolégico,
enriquecedoras con oligoelementos y minerales. Las levaduras tienen un
elevado contenido en proteina (46%) de alta digestibilidad, asi como un
adecuado perfil de amino&cidos esenciales (especialmente lisina y treonina),

por lo que constituye una buena fuente proteica (Natursan, 2014)

La levadura es una fuente de distintos nutrientes que tienen un valor nutritivo
por si mismos, ademas son fuentes alternativos a la proteina de origen animal.
Posee proteinas de valor biol6gico alto con buena composicibn en
aminoacidos. Contiene mayor cantidad de lisina que la soja y los guisantes y
es dos veces mas rica que las proteinas contenidas en las semillas de

oleaginosas. Peralta (2008).
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Melaza de cafa

La melaza es una mezcla compleja que contiene sacarosa, azUcar invertido,
sales, proteina 3% y otros compuestos solubles en alcali que normalmente

estan presentes en el jugo de la cafa localizado. Fajardo (2007).

Por lo general tienen una composicion compleja de constituyentes algunos
propios del material original y otros aparecidos como productos de reaccion:
diversos azucares, principalmente sacarosa, glucosa y fructuosa y un gran
namero de compuestos, organicos e inorganicos: aminodcidos, vitaminas,
acidos orgénicos, gomas y substancias cromoforas derivadas del furfural y de
reacciones de encafecimiento no enzimatico, caramelizacion, etc. Tellez,

(2004).

Carbonato de calcio

El carbonato de calcio, es una enmienda muy utilizada para neutralizar la acidez
del suelo y suministrar calcio (Ca) para la nutricion de las plantas; ademas se
utiliza para mejorar los rendimientos de todo tipo de alimento para animales,

pues contiene fuente primaria de calcio (Ipni, 2014).
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4.1

41.1

IV. MATERIALES Y METODOS
METODOLOGIA

Ubicacién del lugar experimental
El presente trabajo de investigacion se desarroll6 en la Estacion Experimental
Juan Bernito, Laboratorio de Fitopatologia del Instituto de Cultivos Tropicales

(ICT).

Ubicacion Politica

Departamento : San Martin
Provincia : San Martin
Distrito : La Banda de Shilcayo

Ubicacién Geografica

La Banda de Shilcayo
Instituto de Cultivos Tropicales
6°30'18.5"S 76°20'31.0"W

Figura 1. Ubicacion geografica del Experimento.

Fuente: Google earth, 2014.
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4.1.2

Latitud Oeste 1 76° 00' 18”
Latitud Sur : 06° 00' 28"

Altitud 1315 m.s.n.m.m

Tratamientos

El experimento se constituy6 de tres ensayos, donde se evalud tres hongos
entomopatdgenos (Beauveria bassiana, Lecanicillium lecanii y Metarhizium
anisopliae) con 23 tratamientos y tres repeticiones para cada uno,
totalizando 207 unidades experimentales. Los tratamientos fueron
determinados basandose en las diferentes proporciones de los insumos
organicos empleados y como testigo fue considerado el sustrato arroz. En el

siguiente cuadro se detallan los tratamientos.

25



Cuadro 1: Descripcion de los sustratos que fueron empleados para la produccion de los

entomopatdgenos Beauveria bassiana, Lecanicillium lecanii y Metarhiizium anisopliae

TO Arroz entero (80 g)
T1 Cascarilla de arroz molida (50 g)+ Nelen (30 g)

T2 Aserrin (50 g)+ Nelen (30 g)

T3 Maiz amarillo molido (50 g) + Nelen (30 g)

T4 Coronta de maiz molido (50 g) + Nelen (30 g)

T5 Céscara de mani molida (50 g)+ Nelen (30 g)

T6 Cascarilla de arroz molida (50 g)+ Nelen (30 g) + CaCOs

T7 Aserrin (50 g)+ Nelen (30 g) + CaCOs

T8 Maiz amarillo molido (50 g)+ Nelen (30 g) + CaCOs
T9 Coronta de maiz molido (50 g) + Nelen (30 g) + CaCOs
T10 Céscara de mani molida (50 g)+ Nelen (30 g) + CaCOs

T11 Cascarilla de arroz molida (50 g)+ Nelen (30 g) + Levadura de cerveza
T12 Aserrin (50 g)+ Nelen (30 g) + Levadura de cerveza
T13 Maiz amarillo molido (50 g) + Nelen (30 g) + Levadura de cerveza

T14 Coronta de maiz molido (50 g)+ Nelen (30 g) + Levadura de cerveza

T15 Céscara de mani molida(50 g) + Nelen (30 g) + Levadura de cerveza
T16 Cascarilla de arroz molida (50 g)+ Nelen (30 g) + Melaza de cafia
T17 Aserrin (50 g)+ Nelen (30 g) + Melaza de cafia

T18 Maiz amarillo molido (50 g) + Nelen (30 g) + Melaza de cafia

T19 Coronta de maiz molido (50 g)+ Nelen (30 g) + Melaza de cafia
T20 Céscara de mani molida (50 g) + Nelen (30 g) + Melaza de cafa

T21 Cascarilla de arroz entero (50g) + Nelen (30g) + agua

T22 Nelen (150 g)
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4.1.3 Material biologico
Los hongos entomopatégenos estudiados fueron: Beauveria bassiana,
Lecanicillium lecanii y Metarhizium anisopliae, derivados de cepas comerciales
del Servicio Nacional de Sanidad Agraria (SENASA), institucion que mantiene

un cepario de conservacion (figura 2).

Figura 2. Cepas de hongos entomopatégenos, A) Beauveria bassiana, B)
Lecanicillium lecanii, C) Metarhizium anisopliae.

4.1.4 Material Organico
Para la evaluacion de la produccion de conidios de los hongos
entomopatdgenos, se utilizé material organico tales como: arroz entero pulido,
fielén (arroz chancado), cascarilla de arroz entero y molida (Oryza sativa),
aserrin compuesto de huairuro y papelillo, maiz amarillo molido (Zea mays),
coronta de maiz molido y cascara de mani molida (Arachis hypogaea),

provenientes de los cultivos de la regién de San Martin (cuadro 2).
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Cuadro 2: Insumos organicos usados para la produccion de Beauveria
bassiana,Lecanicillium lecanii y Metarhizium anisopliae.

Insumos Nombre Procedencia | variedad
cientifico

Arroz pulido, | Oryza sativa Mercado INIA 509

fielén, local “Esperanza”

Cascarilla de | Oryza sativa Molino  “El | INIA 509

arroz entero y consentido” | “Esperanza”

molida

Aserrin -Ormosia Carpinteria | -Huairuro 50%
coccinea jacks ‘La -papelillo 50 %
-Bursera odorata | florentina”

Maiz amarillo Zea mays Mercado Marginal 28

molido local Tropical

Coronta de maiz | Zea mays Mercado Marginal 28

molido local Tropical

Céscara de Arachis Mercado

mani molida hypogaea local

Reactivacién de cepas de hongos.

4.1.5 Produccion de hongos entomopatégenos.

Para el inicio del proceso de producciébn de hongos entomopatégenos se
reactivaron las cepas con la finalidad de incrementar in6culo en medio liquido,
el proceso fue el siguiente: Se dispens6 medio de cultivo agar papa sacarosa
mas cloranfenicol (PSA+ C) en placas Petri; con una pinza se extrajo un papel
con el hongo (figura 3 A) del cono de conservacion con silica gel y se coloco en
el centro de la placa, se agrego tres gotas de agua destilada estéril (ADE) para
hidratar el papelito por 2 minutos y luego con la pinza se arrastré por toda la
superficie de la placa, finalmente se sell6 la placa y se dejé en incubacion a
27°C durante 7 dias aproximadamente hasta lograr la colonizacién y

esporulacion en toda la placa (Figura 3 B).
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Figura 3. Reactivacién de cepas. A) Reaislamiento de Beauveria bassiana, B) Hongo

desarrollado en PSA a los 8 dias.

Incremento de in6culo de hongos en medio liquido.

Una vez que las cepas de los hongos se desarrollaron en placas de Petri con
medio de cultivo sélido, estas fueron sembradas en medios de cultivo liquidos
con la finalidad de incrementar el inéculo para la produccién en sustratos
organicos sélidos. A continuacion se describe la metodologia usada para la

elaboracién de los medios liquidos.

Caldo Papa Dextrosa (PD) para incremento de in6culo de Beauveria

bassianay Lecanicillium lecanii.

En un vaso de precipitaciéon de 500 ml se calenté a 50°C 200 ml de agua
destilada, se agregd 5 g de puré de papa, se homogeniz6 y se agregé 18 g de
dextrosa, luego con una bagueta se agité la mezcla y se enrazé hasta obtener
1 | de papa dextrosa luego fueron dispensados en matraces y autoclavados a

121°Cy 15 Ib de presion por 20 minutos.
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Caldo de Papa Dextrosa + Levadura (PDL) para Metarhizium anisopliae.

Para la preparacion de PDL se realizd el mismo procedimiento descrito
anteriormente para la elaboracion de PD, con la diferencia que se aumento 20
g de levadura de cerveza, obteniendo 1 | de caldo; seguido se dispenso en
matraces para su respectiva esterilizacion a través de la autoclave a 121°C y

15 Ib de presion por 20 minutos.

Inoculacion e incubacion de los hongos entomopatégenos en medio

liquido.

Una vez frio los medios liquidos fueron llevados a la camara de flujo laminar
(CSFL). A cada matraz que contenia un litro de medio de cultivo se agreg6 0,1
g de cloranfenicol, éstos fueron expuestos a rayos UV por 10 minutos;
posteriormente las placas que contenian los hongos esporulados, fueron
divididas con un bisturi en segmentos de aproximadamente 0,5 cm de diametro
y luego incorporados al medio liquido (figura 4A); finalmente los matraces
fueron sellados herméticamente con papel aluminio y parafilm para el proceso

de incubacién en Shaker a 140 RPM a temperatura ambiente 25°C + 2.
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Figura N° 04. Produccién de in6culo de hongos entomopatogenos. A). B. bassiana
B). L. lecanii C). M. anisopliae D y E ). Inoculaciéon de hongos y F).
Incubacién en Shaker.

Preparacién de sustratos solidos y sustancias nutritivas

Algunos insumos organicos como cascara de mani, cascarilla de arroz y
coronta de maiz fueron triturados hasta obtener particulas pequefias entre
0.1mm a 1 cm; los sustratos fueron pesados en una balanza de precision y
luego empacados en bolsas de polipropileno de 11 x 16 pg x 2 micras (figura
5). Posteriormente se prepard sustancias nutritivas como: melaza de cafia,
levadura de cerveza y carbonato de calcio, a razén de 30, 8 y 4,5 g* |

respectivamente (figura 6) y se adicionaron a los sustratos.

La cantidad utilizada para los diferentes sustratos fue determinada mediante
ensayos previos de desarrollo de los hongos entomopatdgenos, cabe
mencionar que el volumen empleado para cada sustrato fue variable debido a

las caracteristicas particulares de cada sustrato.
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Cuadro 3: Volumen de agua empleada segun tipo de

sustrato.
SUSTRATO VOLUMEN DE
AGUA (ml/g)
Arroz entero 0,17
Nelen 0,17
Maiz amarillo molido 0,17
Cascarilla de arroz molida + fielen 0,5
Cascarilla de arroz entero + fielen 0,5
Aserrin + fielen 0,5
Coronta de maiz molida + fielen 0,5
Céscara de mani molida + fielen 0,88

Una vez embolsados los sustratos con sus respectivas soluciones, se hicieron

dos dobleces a la bolsa y se engraparon a los extremos para luego remover

suavemente vy facilitar una homogénea distribucion de

la solucion,

posteriormente se realizo la esterilizacion de los sustratos a 121°C 2 y 151b

de presion por 45 minutos.
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Figura 5. Preparacion de sustratos organicos A) molienda de sustratos
organicos. B) pesado de sustratos. C) Engrapado de bolsas. D) y
E) mezcla de sustratos

Figura 6. Preparacion de sustancias enriquecedoras A) Preparacion de
melaza de cafia B) Preparacion de carbonato de calcio.
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Inoculacion de los hongos entomopatdgenos en los sustratos organicos.

En la sala de siembra donde se realizo el proceso de inoculacion de los hongos
fueron acondicionados los sustratos organicos esterilizados en camara de flujo
laminar, posteriormente se abrié cuidadosamente las bolsas y se aplicé 5 ml
del inoculante (figura 7), de la misma manera se trabajé con los tres hongos.
Las bolsas fueron removidas para homogenizar el indculo, después de haber
culminado el proceso de inoculacion, todas las bolsas con sus respectivas

codificaciones se llevaron a la sala de incubacion.

Figura 7. Inoculacién del hongo a los sustratos sélidos A). Absorcion de 5 ml de in6culo

B). Inoculaciéon del hongo a los sustratos orgénicos.

Incubacion de los HEP en sustratos organicos

Este proceso consistié en someter a los hongos bajo condiciones controladas
basicamente de temperatura, humedad, luz y asepsia. El proceso de

incubacion consistié en las siguientes etapas:
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Germinacion

Después de la inoculacion, las bolsas con sustrato fueron conducidas a la sala
de incubacién donde se acondicionaron en estante para el proceso de
germinacion. En este ambiente los sustratos permanecieron por tres dias a 25-

27 °C y en oscuridad.

Al segundo dia de la incubacién los sustratos mostraron desarrollo de los
hongos (figura 8), fue donde se removié suavemente las bolsas para favorecer

una buena oxigenacion y en efecto mejor germinacion de los hongos.

ety LY.

@’, e

Figura 8. Hongos entomopatégenos en germinacion A). Maiz molido B). Cascara de
Mani molido C). Aserrin D). Nelen
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Colonizaciéon

Después de tres dias de la inoculacion, los tratamientos fueron ubicados en una
sala con luz artificial, previamente tratada con hipoclorito de sodio al 1% y 12
horas de UV para evitar contaminacion. Las bolsas fueron abiertas por el borde
superior aun conservando las grapas para liberar la humedad y permitir mejor
la colonizacion, éste proceso durd aproximadamente 4 dias a temperatura de
27° C.

Las bolsas fueron revisadas diariamente, con la finalidad de observar la
colonizacion de los hongos deseados (figura 9), caso contrario se eliminaron
aqguellos sustratos que presentaron crecimiento lento y desuniforme, asi como

las bolsas con presencia de contaminantes.

Figura 9. Colonizacion de hongos en sustratos sdlidos A). Lecanicillium lecanii en coronta

de maiz B). Lecanicillium lecanii en Cascara de mani y C). Beauveria bassiana

en Cascarilla de arroz + fielen.

Esporulacién y secado

Para el proceso de esporulacion y secado de los hongos entomopatdégenos, se
cortaron las bolsas por debajo de las grapas con una tijera desinfectada con
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alcohol de 96°, se dejaron abiertas las bolsas en la sala de incubacion (figura
10), esta fase duro seis dias, los Ultimos cuatro dias se sometieron a los

diversos tratamientos a 16°C para facilitar su desecacion (figura 11).
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Figura 11. Esporulacion del hongo entomopatégeno Beauveria bassiana A). Maiz molido.
B). cascarilla de arroz molido C). Cascara de mani molido D). Aserrin E).

Cascarilla de arroz entero F). Coronta de maiz molido.
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4.1.6 Variables evaluadas
Después de haber transcurrido 13 dias de incubacion de los hongos
entomopatdégenos en bolsas con diversos sustratos, éstas fueron procesadas
para su respectiva evaluacion Se cuantificé el numero de esporas producidas
en los diversos sustratos, utilizando la camara de Neubauer (French & Herbert,

1980).

Obtencion de muestras para el conteo de conidios de los HEP.

Consistio en pesar las muestras de tres bolsas de cada tratamiento, para
obtener la muestra se removio cuidadosamente el sustrato con el hongo y se
extrajo de varios puntos sub muestras hasta completar 1 gramo. Para la toma
de sub muestras se empled una espatula de acero y el pesado se efectu6 en
una balanza analitica (Figura 12). Con estas muestras de se realiz6 el control
de calidad el cual consisti6 en la evaluacién del nimero de conidias por gramo

de sustrato.

Figura 12. Obtencidon de muestras para la evaluacion de concentracion de conidios. A)
Extraccion de las muestras de diferentes puntos. B) Vaciando en el tubo de
ensayo. C) Pesando 1 g de sustrato en la balanza analitica.
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Recuento de conidios

Se realizé tomando 1g del sustrato con el hongo de cada unidad experimental
(bolsa), la muestra fue llevada a un tubo de ensayo con 10 ml. de agua destilada
estérii (ADE) + tween al 0.1%, constituyéndose en la dilucién 10°,
posteriormente se agitd la muestra en vortex aproximadamente por 30
segundos para facilitar el desprendimiento de las conidias. Luego se realizo la
dilucién 10! tomando 1 ml del primer tubo y se le adicioné a un tubo de prueba
con 9 ml de Tween al 0.1%, bajo el mismo proceso se consiguid la dilucion 10
2. Después de haber concluido con este proceso, las muestras fueron llevadas
a la sala de observacion. Con una pipeta Pasteur se tomé una alicuota de la
Gltima dilucién y se llend la camara de Neubauer por capilaridad, luego se llevo
al microscopio y se procedié a contar los conidios en el cuadrante central de la
camara, en la que se considero cinco cuadrados, los 4 de las esquinas y el del
centro (figura 13). Con esto se determiné la concentracién de conidias por ml

mediante la siguiente formula

N° conidios/ml = X *5*10%ID

5 = N2 cuadraditos contados en el cuadrante central
X =Promedio de conidios contados

ID =Inversa de la dilucion empleada

Se multiplicé el promedio del nimero de conidios por mililitro obtenido en el
recuento, por el volumen empleado en la preparacion de la suspension 100y

se dividié por el peso de la muestra utilizada.
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Figura 13. Proceso de extracciéon de conidios de hongos entomopatdgenos de
sustratos y conteo en camara Neubauer. A). Inmersion de la muestra
en 10 ml de agua destilada estéril, B, C y D). Diluciones de la
muestra, E). Llenado de la cdmara neubauer, F y G). Conteo de
conidios en microscopio.

Porcentaje de germinacién

Para la evaluacion de porcentaje de germinacion o viabilidad de conidios de los
hongos se sigui6 el siguiente proceso: se tomd 0,2 ml de la dltima dilucién 10-2
y se sembrd en placas Petri conteniendo PDA, se incub6 durante 18 horas
(figura 14). En la camara de flujo laminar y con la ayuda de un asa se corté una
porcion de agar de 1 cm? y se ubicd sobre un portaobjetos; luego se adicioné
una gota de azul de lactofenol y se cubrié con un cubre objeto. Luego se
sacaron de 2 a 3 muestras por placa, se llevé al microscopio y se realizo el
recuento de conidios germinados y no germinados, contando como minimo 200
conidios por cada muestra.

Los datos fueron registrados y se saco un promedio de las lecturas realizadas,

se calcul6 el porcentaje de conidios germinados, mediante la siguiente formula:
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. a
% Germinacion= ___ * (100)

a+b

a = namero de conidias germinadas

b= ndmero de conidias sin germinar

Si el resultado es igual o superior al 90 % se considerara que la viabilidad del

producto es satisfactorio.

Figura 14. Porcentaje de germinacion. A). extraccion de la segunda dilucién del

hongo entomopatdgeno 107, B). Siembra de 0.2 ml de dilucién. C).
sellado de placas. D) Germinacion de los conidios a las 18 horas.
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4.1.7 Disefio experimental
El disefio experimental utilizado fue el completamente al azar con 21
tratamientos, todos con 3 repeticiones para cada uno de los tres hongos
entomopatdgenos, totalizando 207 unidades experimentales. Cada tratamiento

fue considerado como una unidad experimental.

Los datos obtenidos fueron sometidos al analisis de varianza para determinar

diferencias significativas entre los tratamientos.

Se consider6 dos variables a evaluar recuento de conidios y una prueba de
porcentaje de germinacion, aplicandose la prueba de Duncan para los
contrastes de medias, adoptandose el nivel de significancia a 0,01; para lo cual

se utilizo el Sistema de Analisis Estadistico (Infostat) version 1.1.
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5.1

5.1.1

V.

RESULTADOS

Produccidén de conidios de hongos entomopatdégenos en diversos

sustratos organicos.

Produccién de conidios de Beauveria bassiana.

El andlisis de varianza realizado para el nUumero de conidios de Beauveria

bassiana se observa en el cuadro 4, donde se muestran las fuentes de variacion

(F. V.), suma de cuadrados (SC), grados de libertad (gl), cuadrados medios,

distribucién Fisher (F) y el nivel de significacion (p valor) .

Cuadro 4: Analisis de varianza para el nimero de conidios del hongo

Beauveria bassiana.

F.V. SC Gl CM F p-valor
Tratamiento | 1,3392E+10 22 608714285 | 13,36 |<0,0001 **
Rep. 46162423,7 2 23081211,8| 0,51 |0,6059
Error 2004092250 44 45547551,1
Total 1,5442E+10 68
R%2=87% C.V.=11,82%
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Conidios g1

En la figura 15 se observa que todos los tratamientos evaluados de Beauveria bassiana lograron obtener una buena produccion
de conidios, sobresaliendo el tratamiento 15 (cascara de mani molida + fielen + levadura de cerveza) con 5,98 x 10° conidios

g de sustrato.
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Figura 15: Numero de conidios de Beauveria bassiana en sustratos a base de residuos organicos. Letras distintas indican diferencias
significativas prueba de Duncan (p<0,01)

44



5.1.2 Produccion de conidios de Lecanicillium lecanii.
En el cuadro 5 se muestra el andlisis de varianza para el nimero de conidios
por g de sustrato del hongo Lecanicillium lecanii, donde se muestra la fuente
de variacion (F. V.), suma de cuadrados (SC), grados de libertad (gl), cuadrados

medios, distribucion Fisher (F) y el nivel de significaciéon (p valor) .

Cuadro 5: Analisis de varianza para el numero de conidios del hongo

Lecanicillium lecanii.

F.V. SC gl CM F p-valor
Tratamiento | 3,28E+09 22 1,49E+08 5,26 <0,0001**
Rep. 18683768 2 9341884,1 0,33 0,7211
Error 1,25E+09 44 2,84E+07
Total 4,55E+09 68

R2=73% CV.=12,17%
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En la figura 16 se muestra la produccién de conidios de Lecanicillium lecanii en diversos sustratos. El tratamiento con mayor

rendimiento de conidios fue el T20 (Cascara de mani molida + Nelen + Melaza de cafia), al registrar 3,43x10° conidios g

de sustrato.
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Figura 16: Namero de conidios de Lecanicillium lecanii en sustratos organicos. Letras distintas indican diferencias significativas
prueba de Duncan (p<0,01).
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5.1.3 Produccion de conidios de Metarhizium anisopliae.
En el cuadro 6 se observa el Andlisis de Varianza para la produccion de
conidios Metarhizium anisopliae, mostrandose fuente de variacion (F. V.), suma
de cuadrados (SC), grados de libertad (gl), cuadrados medios, distribucion

Fisher (F) y el nivel de significacion (p valor) .

Cuadro 6: Analisis de varianza para el numero de conidios del hongo

Metarhizium anisopliae.

F.V. SC Gl CM F p-valor
Tratamiento | 7,42E+09 22 337275152 11,88 <0,0001 **
Rep. 2,36E+07 2 11778406 0,42 0,6629
Error 1,25E+09 44 28380072,5
Total 8,69E+09 68

R2=86% C.V. =14,42%
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La figura 17 muestra que el T10 (Cascara de mani molida + Nelen + CaCOs) es el mejor sustrato en produccion para

Metarhizium anisopliae con 3,33 x 10° conidios g.
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Figura 17: Namero de conidios de Metarhizium anisopliae en sustratos organicos. Letras distintas indican diferencias significativas prueba de Duncan
(p<0,01).
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5.2

5.2.1

Germinacion de conidios de los hongos entomopatégenos.

Porcentaje de germinacién de conidios de Beauveria bassiana.

En el cuadro 7 se muestra el Analisis de Varianza para el porcentaje de

germinacion de conidios de Beauveria bassiana. (Cuadro 7), mostrandose

fuente de variacion (F. V.), suma de cuadrados (SC), grados de libertad (gl),

cuadrados medios, distribucion Fisher (F) y el nivel de significacion (p valor).

Cuadro 7: Andlisis de varianza del porcentaje de germinacion de conidios de

Beauveria bassiana.

F.V. SC Gl CM F p-valor
Tto. 886,87 22 40,31 4,95 |<0,0001**
Rep. 46162423,67 |2 23081211,83 |0,51 |0,6059
Error 358,17 44 8,14
Total 1246,87 68

R?2=71% C.V.=3,21%
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En la siguiente figura 18 se muestra el porcentaje de germinacion de conidios en los diversos sustratos orgénicos; siendo el T1

(cascarilla de arroz molida) quien presento una mejor germinacion con 94,33 %.

GJGJGJG)GJGJ(DGJGJCDCDQJQ)O)G)Q)OJGJ'OOU
SLLffi¥ETETETEEEEEEEERZ R o
M © © e T S ., B o B o S T ® ®© ©
100 m.m-mo_&:m_@@@%Sggl\l\@BgNg
> 3 oS
e 80
0
Q
8 60
£
E 4w
Q
(o2}
< 20
0
N N
R I R S SRR P G D P P SRR R

Tratamientos

Figura 18: Porcentaje de germinacion de conidios de Beauveria bassiana producidos en diversos sustratos organicos después de 18 horas de
incubacion. Letras distintas indican diferencias significativas prueba de Duncan (p<0,01).
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5.2.2 Porcentaje de germinacion de conidios de Lecanicillium lecanii.

En el cuadro 8 se observa el analisis de varianza para el porcentaje de

germinacion del hongo entomopatégeno Lecanicillium lecanii sometidos a

oscuridad, mostrandose fuente de variacion (F. V.), suma de cuadrados (SC),

grados de libertad (gl), cuadrados medios, distribucion Fisher (F) y el nivel de

significacion (p valor) .

Cuadro 8. Andlisis de varianza del porcentaje de germinacion de conidios de

Lecanicillium lecanii.

F.V. SC gl CM F p-valor
Tratamientos| 4251,83 22 193,26 14,06 |<0,0001**
Rep. 52,55 2 26,28 1,91 0,1599
Error 604,78 44 13,75
Total 4909,16 68
R2 = 88% C.V.=4,25%
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La figura 19 registra el porcentaje de germinaciéon de los conidios del hongo Lecanicillium lecanii producida en diversos

sustratos organicos, siendo diez tratamientos los que superaron el 90% de germinacion a las 18 horas después de haber
sido incubado.
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Figura 19: Porcentaje de germinacion de conidios Lecanicillium lecanii producidos en los diversos sustratos organicos a las 18 horas de haber sido
incubado a plena oscuridad. Letras distintas indican diferencias significativas prueba de Duncan (p<= 0.01).
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5.2.3 Porcentaje de germinacion de conidios de Metarhizium anisopliae.

El Andlisis de Varianza para el porcentaje de germinaciéon del hongo

entomopatdégeno Metarhizium anisopliae producidos en diversos sustratos

organicos, mostraron efecto significativo en los tratamientos evaluados (cuadro

9).

Cuadro 9. Andlisis de varianza del porcentaje de germinacion de conidios de

Metarhizium anisopliae, desarrolladas en 18 horas de incubacion.

F.V. SC al CM F p-valor
Tratamiento 2,10E+04 22 952,39 30,98 <0,0001**
Rep. 2,10E+02 2 104,75 3,41 0,0421
Error 1,35E+03 44 30,74
Total 2,25E+04 68
R? = 94% C.V. =6,79%
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En la figura 20 se muestra el porcentaje de germinacion de los conidios del hongo Metarhizium anisopliae producida en

diversos sustratos organicos, siendo el tratamiento 15 el que presento mayor porcentaje de germinacion.
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Figura 20: Porcentaje de germinacion de conidios Metarhizium anisopliae producidas en los diversos sustratos organicos a las 18 horas de haber sido

incubado a plena oscuridad. Letras distintas indican diferencias significativas prueba de Duncan (p<= 0.01).
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6.1

6.1.1

VI. DISCUSIONES

Produccion de conidios de hongos entomopatégenos en diversos
sustratos organicos.

Produccién de conidios de Beauveria bassiana.

La concentracion media de conidios de Beauveria bassiana producida en
diversos sustratos organicos, se expreso entre 1,23 x 10° y 5,98 x 10° conidios
g de sustrato. En la Figura 15 se puede apreciar que todos los tratamientos

presentaron minimas diferencias significativas entre si.

La mayor produccion de conidios desarrollados en los tratamientos (T15, T14y
T9), se originaron debido a las condiciones adecuadas que presentaron el nicho
y habitats. Tanto las levaduras, el CaCOs y felen, llamadas sustancias
nutritivas, fue el sustento necesario, que sirvid6 de base para su respectivo
crecimiento y desarrollo de los conidios. La cascara de mani molida y coronta
de maiz molida proporcioné mayor textura, mayor porosidad y por consiguiente
mayor oxigenacion, concordando con Porcayo-Loza (2012), quién menciona
gue usando rastrojo de maiz en comparacién con arroz, presenta mayor
porosidad. Una mayor oxigenacién estara en directa relacion con una mayor

produccién de conidios.

La interrelacion del sustrato y sustancias nutritivas fomentd mayor
multiplicacién de los conidios (T15 con 5,98 x 10°, el T14 con 5,93 x 10°y el T9
con 5, 74 x 109), dichos resultados son corroborados por Cintra et al., (2001),
quienes afirman, que el uso de sustancias nutritivas mas la adicion de sustratos

organicos tienen inferencia en la produccion e incremento de los conidios; es
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decir sustratos que tienen mayor textura, tendran mayor porosidad y por
consiguiente mayor sera la oxigenacion, aunado a las sustancias nutritivas se

prevé mayor incremento y produccion de los conidios.

La cantidad de conidios producidos, guarda relacién con lo manifestado por
Monzon (2001), quien menciona que el rendimiento de conidios por gramos de
sustrato depende de la cepay el estado de la misma y puede variar desde 5 x
10° hasta 2,5 x 10%! conidios g* de sustrato; siendo dichas producciones
semejantes a lo obtenido en el presente trabajo. Dichos resultados tienen
similitud con Gandarilla-Pacheco (2012) quien obtuvo concentraciones de
conidios con promedios de 108 y 10° conidios g* de sustrato. Sin embargo
Grabowski (2005), argumenta que el sustrato compuesto por (arroz + cafia de
azUcar triturada), disminuyo la produccién de conidios a 16, 50 x 108 conidios
g! de sustrato), atribuyéndose dicha disminucién a la inherencia de la

fermentacion de la cana de azUcar.

El T22 fue el que aporto menor produccion de conidios, debido a que el habitad
y el nicho estuvo constituido por el fielen, cuyo sustrato no aporté la textura y
la porosidad necesaria para la oxigenacion, debido a esta limitaciéon disminuyo

la produccién de conidios.

El testigo (TO), presentd una concentracion de 1,89 x 10° conidios g* de
sustrato superando a cinco de los tratamiento evaluados (T3, T19, T4, T8 y
T22) con una concentracion de 1,55; 1,42; 1,39; 1,30 y 1,23 x 10° conidios g*

de sustrato respectivamente.

56



6.1.2 Produccion de conidios de Lecanicillium lecanii
La Figura 16 nos muestra la produccién de conidios de Lecanicillium lecanii en
los diversos tratamientos. Los resultados del analisis estadisticos logro dilucidar
las diferencias significativas existentes en cuanto a concentracion de conidios

producidas por Lecanicillium lecanii en respuesta a los tratamientos utilizados.

La concentracion media de conidios de Lecanicillium lecanii producida en
diversos sustratos organicos, se expresé entre 9,35 x 108 y 3,43 x 10° conidios

g*de sustrato.

La mayor produccion de conidios desarrollados en los tratamientos (T20, T4,
T16), se originaron debido a las condiciones adecuadas que presentaron el
nicho y habitats. Tanto la melaza de cafia y fielen, llamadas sustancias
nutritivas, fue el sustento necesario, que sirvid6 de base para su respectivo
crecimiento y desarrollo de los conidios, esto concuerda con lo mencionado por
Tlecutil (2010) quien menciona que la produccion de conidios en distintas
especies de hongos entomopatdégenos se ve afectado por diversos factores

entre ellos los nutricionales.

La cascara de mani molida, la coronta de maiz molido y la cascarilla de arroz
molida provocdé mayor textura, mayor porosidad y por consiguiente mayor
oxigenacion, trabajo similar realizo Cortez- Madrigal (2007) quien evalué sorgo,
grano de arroz entero y grano de arroz quebrado usando como soporte
cascarilla de arroz, bagazo de cafia y olote de maiz teniendo como resultados
concentraciones entre (1,2 y 1,7 x 10° conidios g* de sustrato) obteniendo

concentraciones inferiores.
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La cantidad de conidios producidos, guarda relacion con lo manifestado por
Cuapio (2011), quien menciona que la mejoria en el rendimiento y esporulacion
de hongos entomopatégenos no solo depende del aislado del hongo sino que
depende también del sustrato que se emplea. La produccién de conidios

depende mucho de las caracteristicas del sustrato que se emplee.

El T8 fue el que aporto menor produccion de conidios con una concentracion
de 9,35 x 108 conidios g de sustrato, debido a que el habitad y el nicho estuvo
constituido por maiz amarillo molido, cuyo sustrato no aporto la textura y la
porosidad necesaria para la oxigenacion., debido a esta limitacién disminuyo la
produccion de conidios. Este sustrato presenta diferencia significativa con
relacion a los tratamientos que produjeron altas concentraciones de conidios

del hongo Lecanicillium lecanii.

El sustrato arroz entero (testigo) se diferencié estadisticamente del tratamiento
de mayor produccion, presentando una diferencia significativa con respecto a

los demas tratamientos.

Cabe mencionar que las concentraciones de conidios en veintidds tratamientos
superaron a 1 x 10° conidios g de sustrato, esto concuerda con lo expresado
por Gomez et al. Quien menciona que concentraciones de conidios mayores 0
igual a 1 x 10° estan siendo aptas para campo. Por lo tanto la producciéon de

conidios de Lecanicillium lecanii viene siendo muy aprovechable.

58



6.1.3 Produccién de conidios del hongo Metarhizium anisopliae
La Figura 17 presenta el crecimiento de Metarhizium anisopliae en los
diferentes tratamientos. La concentracion media de conidios de Metarhizium
anisopliae producida en diversos sustratos organicos, se expreso entre 4,33
108 y 3,33 x 10° conidios g* de sustrato, Monzén (2001) menciona que este
rendimiento estd determinado por la cepay el estado de la misma y varia desde
5 x 10° hasta 2,5 x 10! esporas ml%, es decir que la produccion de conidios de

éste trabajo se encuentra en el estandar de produccion.

La mayor produccion de conidios de Metarhizium anisopliae fueron en los
tratamientos (T5, T10 y T20), siendo el sustrato principal para los tres
tratamientos la cascara de mani molida demostrandose que tiene mayor
facilidad de desarrollo en este insumo organico debido a su textura y su
porosidad, produciéndose una mayor oxigenacion, siendo éste el nicho y
hébitats adecuado para su produccién. Tanto la melaza de cafia, el CaCOs y
fielen, llamadas sustancias nutritivas, fue el sustento necesario, que sirvié de
base para su respectivo crecimiento y desarrollo de los conidios; esto
concuerda con Sahayara et al., (2008) quienes mencionan que el uso de las
sustancias nutritivas son de gran importancia debido a su alto valor en su
composicion nutricional como el hidrato de carbono, proteinas y altas
cantidades significativas de sales y vitaminas que hacen que sea atractivos
para la produccion de conidios de hongos entomopatégenos, ademas Shah et
al., (2005) consideran que los factores nutricionales afectan la germinacién de

los conidios. Lo mismo menciona lbrahim et al.,, (2002). Es decir que las
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sustancias nutritivas cumplen un gran valor nutricional produciendo asi mayor

produccion de conidios.

Todos los sustratos presentaron estadisticamente diferencia en cuanto a la
incidencia de los mismos sobre la produccién de conidios del mencionado

hongo entomopatdgeno.

La produccion de conidios del presente trabajo superé los datos obtenidos por
Grabowski (2005), quien cita una menor produccion para este hongo (45,7 x
10° conidios g* de sustrato), en el sustrato compuesto por arroz + harina de
maiz + cafia de azlcar triturada. Pero, Sandoval-coronado (2011), obtuvo

resultados similares con 3,5 x 10°y 3.4 x 10°.

El sustrato que permitié la mayor produccion de conidios fue la compuesta por
cascara de mani molida + fielen + CaCOzs correspondiente al tratamiento T10,
la misma promedié una concentracion de 3,33 x 10° conidios g de sustrato.
Este resultado no concuerda con Tlecutil (2010), quien logro obtener

concentraciones de conidios (4,25 x 107 conidios g*) por debajo de lo obtenido.

Rangel et al., (2006) nos menciona que encontraron fuentes preferenciales
de carbono, como glucosa, que permiten producir niveles altos de conidios,
esto concuerda con Cintra et al., (2001), donde afirma que el uso de aditivos en
medios de cultivo de arroz para la produccion de Metarhizium anisopliae
aumenta la esporulacion de los hongos. Los productos enriquecedores

pudieron haber sido un factor para una buena produccion de conidios.
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6.2

6.2.1

Porcentaje de germinacion de los hongos entomopatdégenos

Porcentaje de germinacion de Beauveria bassiana.

En la figura 18, se muestra los resultados estadisticos de la evaluacion de
porcentaje de germinacion, mostraron que el T1 (cascarilla de arroz molida +
fielen) presenta el primer lugar con porcentaje de germinacion de 94,3 % y
siendo éste mismo tratamiento el que se encuentra con una concentracion de
conidios de 5,26 x 10° conidios g* de sustrato. Lo que concuerda con Gémez
et al.; (2011); nos menciona que el porcentaje de germinacion tiene mayor o
igual al 90%, es decir el porcentaje de germinacion es un indicador de que el
conidio no presento ningun retraso en su desarrollo para luego ser usado en

posteriores aplicaciones.

Cabe mencionar que once tratamientos (TO, T1, T3, T4, T6 T7, T14, T15, T16,
T19 y T21) superaron el limite estdndar de porcentaje de germinacién con un
promedio de 90% hasta un 94,33%, esto concuerda con Sandoval-Coronado et
al., 2011 quienes mencionan que los porcentajes de germinacion por lo general
se presentan con buena viabilidad por arriba del 90%. El tratamiento con menor

porcentaje de geminacién fue el T10 con un 80,6% germinacion.
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6.2.2

6.2.3

Porcentaje de germinacion Lecanicillium lecanii

Enla Figura 19, se denota el porcentaje de germinacion de Lecanicillium lecanii,
producida en los diversos sustratos organicos. De los veintitrés tratamientos
evaluados diez de ellos superaron el 90% de porcentaje de germinacion.
Siendo los mejores el T10 cascara de mani molida + fielen + CaCO3) y el T3
con 96,33% y 95%, a diferencia de los demas tratamientos que mostraron una
germinacién por debajo de o igual a 89,67%, y el de menor resultado obtenido
fue el T12 (aserrin + fielen + levadura de cerveza) que no lograron obtener una
germinacién mayor a 90%. Goémez et al., (2011) nos mencionan que si el
resultado es igual o superior al 90 % se considerara que la viabilidad del
producto es satisfactorio, es decir aquellos sustratos organicos con una
germinaciéon igual o mayor de 90% serdn los tratamientos con mejores

caracteristicas.

Porcentaje de germinacién de Metarhizium anisopliae

En la figura 20, se muestra el porcentaje de germinacion de los conidios de
Metarhizium anisopliae. Los seis mejores tratamientos mostraron una
germinacion de 91% a 94,33%, siendo el T15 (cascara de mani molida + fielen
+ Levadura de cerveza) y el T17 quienes se encuentran como los dos
tratamientos con mayor porcentaje de germinacion con 94,33% y 94%
respectivamente, Similares resultados presentaron Sandoval-Coronado, 2011
con un porcentaje de germinacion entre 81,4% y 98,34% correspondientes a
sus tratamientos. Gomez et al., (2011) nos menciona que si el resultado es igual
o superior al 90 % se considerara que la viabilidad del producto es satisfactorio.
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Es decir que los porcentajes de germinacion por lo general son los mejores

encontrandose por arriba del 90%,

ElI T8, T13 y T18 fueron los tratamientos con resultados mas bajos con 33%,

41%y 41,67% respectivamente, esto indica que el sustrato empleado no cuenta

con buenas caracteristicas.
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7.1

7.2

7.3

7.4

VII. CONCLUSIONES

Todos los tratamientos evaluados para el hongo Beauveria bassiana
estuvieron por encima del 1 x 10° conidios g de sustrato, siendo la cascara de
mani molida + fielen + levadura de cerveza el sustrato que estuvo por delante
en producciéon de conidios de dicho hongo con 5,98 x 10° conidios g* de
sustrato, pero solo 11 tratamientos (T1, T3, T15, T21, T7, T14, TO, T16, T19,

T4 Y T6) estuvieron por encima del 90 % de germinacion.

Lecanicillium lecanii tuvo buenos resultados en 22 tratamientos evaluados para
la produccién de conidios, reportando concentraciones entre 1,03 a 3,4 x 10°
conidios g de sustrato, siendo la cascara de mani molida + fielen + melaza de
cafia quien se ubic6 en primer lugar para la produccién de conidios, de éstos
tratamientos solo diez de ellos (T10, T3, T4, T1, T5, T15, T22, TO, T2 y T13)

presentaron porcentaje de germinacion igual o por encima del 90%

La produccion de Metarhizium anisopliae, alcanz6 concentraciones de conidios
por encina de 1 x 10° conidios g de sustrato en 17 tratamientos, reportando
concentraciones entre 1 x 10° a 3, 33 x 10° conidios g de sustrato, siendo la
cascara de mani molida + fielen + CaCOs el sustrato que sobresalié en cuanto
a la produccion de conidios, teniendo solo 7 tratamientos (T15, T17, T6, T16,

T1, T7 y T3) que alcanzaron a obtener una germinacion igual o mayor al 90%.

Los tratamientos evaluados nos proporcionaron una concentracion de conidios
igual o mayor a 90%, siendo estos sustratos mas economicos y eficientes que

el tradicional (arroz) para la produccion de los tres hongos entomopatogenos.
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8.1

8.2

8.3

VIII. RECOMENDACIONES

Realizar posteriores trabajos de investigacion efectuando un analisis quimico
de los sustratos organicos empleados en el presente trabajo obteniendo asi los
compuestos que presentan favoreciendo la produccién de hongos

entomopatdgenos.

Continuar investigando otros sustratos organicos que sean abundantes y
econOmicos en nuestra region de San Martin. Por ejemplo la pulpa de café y

cacao.

Implementar laboratorios con equipos especializados para la investigacion de

nuevas especies de hongos entomopatdgenos que sean empleadas en cultivos

de nuestra regién de San Martin.
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IX. RESUMEN

Se evalud la eficiencia de sustratos organicos para la produccion de conidios de
hongos entomopatégenos. Se utilizaron sustratos soélidos a base de residuos
organicos como arroz entero, felén, cascarilla de arroz entera y molida, aserrin
(huairuro y papelillo), maiz amarillo molido, coronta de maiz molido y cascara de mani
molida. La mejor produccion de conidios de Beauveria bassiana se presenté en el
sustrato cdscara de mani molida + fielen enriquecido con levadura de cerveza con
una concentracion de 5,98 x 10° conidios g de sustrato, para Lecanicillium lecanii se
presentod en el sustrato cascara de mani molida + fielen enriquecido con melaza de
cafia llegando a tener una concentracion de 3,43 x 10° conidios g de sustrato y para
Metarhizium anisopliae se registr6 mayor produccion de conidios en el sustrato
compuesto por cascara de mani molida + fielen enriquecido con carbonato de calcio
con una concentracion de 3,3 x 10° conidios g* de sustrato, para determinar la
produccion de conidios se hizo uso de una camara de Neubauer, donde se realizo el
recuento de conidios y para determinar el porcentaje de germinacién se hizo uso de

un microscopio.

Palabras claves: Hongos entomopatdégenos, Beauveria bassiana, Lecanicillium

lecanii, Metarhizium anisopliae, produccion de conidios.
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X. SUMMARY

Efficiency of organic substrates for the production of conidia of

entomopathogenic fungi was assessed.

We used solid substrates using organic waste as whole rice polishing, nelen,
husks and ground whole rice, composed of huairuro and papelillo sawdust,

ground yellow corn, ground corn cob and peanut shell ground.

The best conidial production of Beauveria bassiana is presented in the peanut
shell substrate + nelen ground yeast enriched with a concentration of 5.98 x 10°
conidia g* substrate , for Lecanicillium lecanii presented in the shell substrate
Nelen ground + enriched peanut cane molasses getting to have a concentration
of 3.43 x 10° conidia g ! substrate and greater Metarhizium anisopliae conidia
production was recorded in the substrate composed of ground peanut shells
Nelen + enriched with calcium carbonate with a concentration of 3.3 x 10°
conidia g* substrate, determining conidia production was done using a
Neubauer chamber , where the conidia count was performed and to determine

the germination percentage was made using a microscope .

Keywords : entomopathogenic fungi, Beauveria bassiana , Lecanicillium lecanii,

Metarhizium anisopliae , conidia production .
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Xll.  ANEXOS

COSTO
Residuo organico (cascarilla de arroz entera) 0.0675
Nelen 0.91
CaCOs3 0.3042
Agua destilada 1
Medio de cultivo 1
Antibidtico 0.05
SUB TOTAL 3.3317

MATERIALES
Bolsas de polipropileno 0.15
Grapas 0.001
papel toalla 0.06
SUB TOTAL 0.211
EQUIPOS
Agitador orbital 0.35
Autoclave 0.36
Cédmara de flujo laminar 0.32
Balanza 0.0375
SUB TOTAL 1.0675
MANO DE OBRA
Produccidn de in6culo 0.75
Produccidn de sustrato 0.75
Inoculacién 0.75
Manejo de germinacidn, colonizacidén y esporulacion 0.75
Cosecha y envasado 0.5
Asesoramiento de Especialista 2.5
SUB TOTAL 6
SERVICIOS

Energia Eléctrica 0.9
Agua 0.5
SUB TOTAL 1.4

12.0102
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