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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo de investigacion fue determinar la produccion de
conidias de tres hongos entomopatdgenos: Isaria fumosorosea, Metarhizium
anisopliae y Lecanicillium lecanii, en cinco sustratos orgénicos: arroz, trigo,
cebada, sorgo y maiz chancado, bajo condiciones de laboratorio a una
temperatura de 26°C, 76% de humedad relativa y un fotoperiodo de 14/10
durante 17 dias. EI metodo de produccion fue por fermentacion en sustrato solido
para lo cual se colocaron 200 gramos de sustrato previamente hidratado y
esterilizado en una bolsa de polipropileno, donde se inoculdé 5 ml de una

suspensién conteniendo 10° ufc/ml del hongo entomopatégeno en evaluacion.

Se determind que Isaria fumosorosea presenta la mayor produccion de conidias
en el sustrato arroz con 8,47 x 10° ufc/g y una humedad de 58,21%, Metarhizium
anisopliae en el maiz chancado con 2,35 x 10" ufc/g y una humedad de 52,31%,
mientras que Lecanicillium lecanii produjo la mayor concentracion de conidias
en el arroz con 2,66 x 10° ufc/g a 53,54% de humedad en 17 dias de

fermentacion.
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Las conidias de Isaria fumosorosea producidas en el arroz, presentan el mejor
porcentaje de germinacién con 96,91%; mientras que Metarhizium anisopliae lo
hace en los sustratos maiz y arroz con 94,85% y 94,74% respectivamente; las
conidias de Lecanicillium lecanii, producidas en los sustratos maiz y trigo
presentan los mejores porcentajes de germinacion con 97,51% y 94,66%

respectivamente, a 26°C durante 18 horas.
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I. INTRODUCCION

Una de las alternativas para reducir el uso excesivo de insecticidas y
evitar dafios secundarios al ecosistema es la utilizaciobn de organismos
entomopat6genos como los virus, hongos, bacterias, protozoarios y nematodos
los cuales tienen la capacidad de reducir las poblaciones de insectos plaga

(Monzén, 2001; Alves, 1998).

Factores como el aumento de resistencia de insectos a insecticidas y
efectos adversos en el uso generalizado de quimicos en el control de
plagas han fomentado el uso de los hongos entomopatdégenos como
reguladores naturales vy sustitutos potenciales de los insecticidas quimicos

(Viniegra et al., 2003; Monzén, 2001).

Los hongos son marcadamente superiores a otros microorganismos
puesto que generalmente no son especificos en su accién sobre insectos, lo
que les confiere importancia en el control de un amplio rango de
insectos plagas. los g@géneros mas importantes para el control son:
Beauveria, Metarhizium, Enthomopthora, Verticillum, Isaria y Zoophthora

(Elésegui, 2006).



El uso de estos hongos contra insectos fue sugerido desde hace
mucho afios, cuando en 1879, Metarhizium anisopliae, se utiliz6 para el
control del picudo de la remolacha Cleonis punctriventis (Garcia, 1996). El
rango de hospedantes de algunos géneros de hongos entomopatégenos es
variable, y tiende a ser mas comln en areas tropicales, en las cuales factores
tales como la temperatura y la humedad relativa favorecen su crecimiento. Sin

embargo pueden encontrarse en areas templadas (Rogg, 2000).

Aunque se reconoce la potencialidad de los hongos entomopatégenos
como agentes de control bioldgico, en el Pert, aun no han sido ampliamente
utilizado como micoinsecticida, debido a la carencia de informacion técnica
por parte de las entidades responsables del manejo de las plagas y
enfermedades, y los beneficios que pueden originar estos microorganismos a

nivel de diferentes areas afectadas por plagas (Pacheta et al., 2006).

La produccién de hongos entomopatdgenos se basa en la multiplicacion
masiva del hongo y sus estructuras reproductivas en un sustrato natural. Hasta
la fecha a nivel de paises de Latinoamérica como Nicaragua, Cuba, Colombia y
Brasil, se han evaluado diferentes tipos de sustratos naturales abundantes de

encada localidad, pero el mas utilizado es el arroz y trigo, asi mismo se han



hecho muchos avances en los métodos de produccion artesanal e industrial

(Robinson et al., 2002).

La mayoria de las especies de hongos son producidas por fermentacion
en sustrato sélido empleando como base granos de cereales y leguminosas,
donde el hongo crece como micelio superficial y produce conidias en hifas
aereas, pero segun algunos autores la produccion de hongos bajo este sistema
dificulta la automatizacion del proceso y se han propuesto metodos de
produccién en dos fases, en el que los cultivos sumergidos son utilizado para
producir una gran cantidad de micelio, el cual es colocado después sobre un
sustrato solido para obtener las conidias necesarios (Assaf et al., 2006; Elias,

2002).

A pesar de que algunos investigadores consideran la fermentacion en
sustrato solido como una técnica bastante artesanal porque demanda mucho
espacio, tiempo, sustrato y dinero, es una de las mas difundidas y utilizadas a
nivel mundial incluso se esta en la busqueda de nuevos sustratos que puedan

adecuarse a este sistema para la masificacion de conidias (Matos, 2008).



En el presente trabajo se evalud la produccion de conidias de tres
hongos entomopatogenos: Isaria fumosorosea, Metarhizium anisopliae y
Lecanicillium leccanii, sobre cinco tipos de sustratos naturales como son el
arroz, sorgo, maiz chancado, cebada y trigo, bajo el método de fermentacion en
sustrato s6lido, como una alternativa para ser empleada como sustrato base en
la masificacion de conidias de diferentes hongos que permita aminorar los

costos de produccion.

PROBLEMA

1.1 Enunciado del problema
¢Cuadl es la produccidn y el porcentaje de germinacion de conidias de hongos
entomopatdgenos desarrollados en los sustratos organicos: arroz, trigo, cebada,

sorgo y maiz chancado por fermentacién en sustrato sélido?

1.2 HIPOTESIS

Se obtiene mejor produccién y porcentaje de germinacion de conidas de
hongos entomopatdgenos en uno de los sustratos organicos: arroz, trigo,

cebada, sorgo y maiz chancado por fermentacion en sustrato solido.



1.3 OBJETIVOS

13.1

1.3.2

Objetivo general:
Evaluar diferentes sustratos organicos para la produccién de hongos

entomopatdgenos por fermentacion en sustrato sélido

Objetivos especificos:

Determinar la produccién de conidias de los hongos entomopatdgenos
Isaria fumosorosea, Metarhizium anisopliae y Lecanicillium lecanii, en
los granos de arroz, cebada, trigo, sorgo y maiz chancado.

Establecer el sustrato organico con mejor produccion de conidias.

Evaluar el porcentaje de germinacion de las conidias producidas.



Il. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 ASPECTOS GENERALES DEL CONTROL BIOLOGICO

2.1.1 CONTROL BIOLOGICO
Se define como el uso de organismos naturales o modificados
genéticamente, genes o sus productos para reducir los efectos de
organismos considerados plagas (Gabriel & Cook, 1990; Gonzales et

al., 2012).

2.1.2 CLASIFICACION DE LOS CONTROLADORES BIOLOGICOS
Entomofagos:

Los insectos entomdfagos son insectos que se alimentan de otros
insectos ya sea matandolo o comiéndolo vivo. Existen un gran ndmero
de insectos entomdfagos y el mecanismo mas conocido es la predacion,
donde cazan y matan para comerlo una vez muerto (Gonzales et al.,

2012; Monzén, 2001).

Otros se alimentan mientras la presa estd viva, estos son los
parasitos, que obtienen sus nutrientes de uno vivo llamado hospedador.
Existe un punto intermedio entre estos dos que son los Ilamados

parasitoides que obtienen los nutrientes de un organismo Vivo



(hospedador) pero finalmente lo matan. Son parasitoides en etapa larval
y completan la etapa en un solo hospedador Los predadores pueden ser
formas inmaduras o adultas y las presas van a ser menores o iguales que
su tamafio asi se les facilita su captura. Los predadores méas grandes
toman presas mas grandes y los pequefios, presas mas pequefias (Rogg,

2000).

Entomopatdgenos:

Los entomopatégenos son organismos capaces de provocar
enfermedades y muerte a muchos insectos, actualmente se conocen mas
de 1500 especies de entomopatdgenos, constituidos por bacterias,
hongos, virus y nematodos; no obstante, sélo unos pocos han sido bien
estudiados y se reproducen masivamente para ser usados en programas
de control biologico (Montesinos, 2008; Fernandez, 2002; Monzdn,

2001, Rogg, 2000).

2.1.3 IMPORTANCIA
El empleo de microorganismos como insecticidas bioldgicos
(bacterias, hongos y virus) ha tomado tal relevancia que en la actualidad
en diferentes paises ya se emplean productos comerciales elaborados a

base de estos organismos. Se conocen mas de 100,000 especies de



microorganismos con potencial microbiano hacia poblaciones de
insectos plagas en diferentes sectores: agricolas, forestal y salud. Dentro
de estas especies se encuentran 750 hongos, 700 virus, 300 protozoos y

aproximadamente 100 bacterias (Rodriguez et al., 1998; Rogg, 2000).

2.1.4 MECANISMOS DE CONTROL BIOLOGICO

De acuerdo a Chavez et al. (2009), hay muchas formas de
mecanismos en las que pueden operar los microorganismos, los que no
son iguales en todos los casos; asi un mismo aislado puede proteger
simultdneamente por varios mecanismos. Entre estos mecanismos cabe
destacar. Capacidad de colonizacion y forma de inoculacion;
competencia con los patdgenos en el mismo nicho ecoldgico;
competencia por nutrientes; produccion de compuestos inhibidores o
antibiosis; fungistasis; micoparasitismo; transmision de virus e
induccion de mecanismos generales de resistencia en las plantas

(Chavez et al., 2009).

Colonizacion e inoculacion
La colonizacion de una planta por microorganismos solo puede

ocurrir por indculos existentes en su medio ambiente o bien traidos por



el viento, el agua, los animales o incorporados artificialmente por el

hombre.

El concepto de potencial de un indculo es la suma de todos los
factores que contribuyen a la energia necesaria para la infeccion de una
planta por un patdgeno. Este potencial determina la cantidad de
enfermedad producida y estd ligado en principio a la cantidad de un
microorganismo existente en un sistema, a mayor cantidad mas
facilidad para que la planta resulte infectada por un patégeno o

protegida, si se trata de un agente de biocontrol (Doelle et al., 2007).

Se necesita un valor minimo de indculo para que la planta pueda
ser infectada por un patogeno. Para salvar los sistemas de defensa de la
planta en términos generales se necesitan varios ataques simultaneos en
diferentes puntos o varios propagulos en el mismo punto de forma que
por debajo de una cierta densidad de indculo no hay infeccion y por
encima de un valor umbral, la infeccion progresa rapidamente. El
potencial del inoculo varia con el patégeno y con la planta, dependiendo
de la virulencia y resistencia de ambos respectivamente (Domenech,

2000).



Competencia

La competencia surge cuando al menos dos organismos
requieren la misma cosa y el uso por uno reduce la cantidad disponible
para el otro. La competencia puede ser por los sitios de infeccion, donde
la ocupacion de dichos sitios por un microorganismo impide la
colonizacion por otro o bien por determinados nutrientes. En la
competencia por nutrientes o bien un microorganismo posee un
mecanismo de absorcidbn mejor o posee enzimas extracelulares mas
activas, de forma que uno obtiene mas nutrientes y crece, mientras que
el otro no obtiene nutrientes suficientes para crecer (Mitchell et al.,

2002; Magara et al., 2004).

Antibiosis

La lisis celular debida a enzimas o metabolitos de otros
organismos (exolisis) se puede producir por la produccion por parte de
un microorganismo competidor de antibioticos, que normalmente

actGan a muy bajas concentraciones (Magara et al., 2004).

Hay antibiéticos volatiles y otros productos toxicos también

volatiles capaces de afectar el crecimiento de las células, como el

etileno o el cianuro de hidrégeno que también actlan a bajas

10



concentraciones, aunque estos productos no se consideran antibiéticos

en sentido estricto (Bernard & Janes, 2009).

Micoparasitismo

El antagonismo puede operar simplemente usando el patdgeno
como fuente de alimento, si el patdgeno es un hongo y el antagonista un
micoparasito que normalmente es capaz de romper la pared celular del
hospedador con quitinasas o glucanasas o bien si el patégeno es un
oomiceto (Pythium, Phytophthora, etc.) que ademas necesitara

celulasas (Cafiedo & Ames, 2004; El6segui, 2006).

Los micoparasitos mejor conocidos son los del género
Trichoderma, que se estan usando comercialmente contra muchos
patogenos de suelo. Las hifas de Trichoderma penetran tanto las
estructuras de supervivencia como esclerocios o hifas en estado de

crecimiento (Cafiedo & Ames, 2004).

Las hifas del micoparasito se enrollan alrededor del hospedador
y en determinados puntos penetran en él atravesando la pared y
membrana celulares, en otros casos el micoparasito se enrolla alrededor

del hospedador y produce su muerte sin haber evidencia de que

11



agujeree la pared celular (Bernard & Janes 2009; Cafiedo & Ames,

2004).

Induccién de resistencia sistémica (ISR)

Consiste en la induccion del sistema de defensa que da
resistencia al hospedador frente a patdgenos por la interaccion con un
microorganismo no patogeno, el agente de biocontrol. Una vez puesto
en marcha el mecanismo de resistencia es operativo ante el ataque de un
patogeno. Cuando se induce la resistencia la planta expresa una serie de
genes que confieren resistencia como 1,3-B-glucanasas, fitoalexinas,
genes relacionados con el refuerzo de la pared celular como peroxidasas
y la deposicion de lignina, callosa y glicoproteinas ricas en
hidroxiprolina y proteinas relacionadas con patogénesis (Bernard &

Janes, 2009; Elosegui, 2006).

Mecanismos combinados

Muchos  microorganismos antagonistas  utilizan  varios
mecanismos de accion simultdneamente frente a un patégeno. Por
ejemplo, algunos micoparasitos como Gliocladium virens o
Trichoderma harzianum utilizan ademés del micoparasitismo,

competencia y antibiosis (El6segui, 2006).

12



2.2 GENERALIDADES DE LOS HONGOS ENTOMOPATOGENOS

2.2.1 IMPORTANCIA Y CARACTERISTICAS

La importancia de los hongos entomopatégenos como
reguladores naturales de poblaciones ha sido reconocida por
muchos afios. Factores como el aumento de resistencia de insectos
a insecticidas y efectos adversos en el uso generalizado de
quimicos en el control de plagas han fomentado el uso de los
hongos entomopatdgenos como sustitutos potenciales de los

insecticidas quimicos (Veles & Montoya, 1993).

Dichos hongos se encuentran en la naturaleza, encontrandose
en rastrojos de cultivos del suelo, las plantas, etc. Logrando
estos un buen desarrollo en lugares frescos, himedos y con poco

sol (Monzon, 2002).

Préacticamente, todos los insectos son susceptibles a
algunas enfermedades causadas por los hongos entomopatdgenos, se
conocen aproximadamente 100 géneros y 700 especies capaces de
parasitar a diferentes tipos de insectos y artropodos, lo que indica
un gran potencial para el uso de estos organismos como

insecticidas biolégicos (Monzdn, 2002; Leucona, 1996).
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Los hongos son marcadamente superiores a otros
microorganismos puesto que generalmente no son especificos en su
accion sobre insectos, lo que les confiere importancia en el
control de un amplio rango de insectos plagas. Los géneros
mas importantes para el control son: Beauveria, Metarhizium,

Enthomopthora, Verticillum y Zoophthora (Perdomo, 2011).

El uso de estos hongos contra insectos fue sugerido
desde hace mucho afos, cuando en 1879, M. anisopliae se
utilizo para el control de Cleonis punctriventis “picudo de la

remolacha” (Barnet & Hunter, 1997).

El rango de hospedantes de algunos géneros de hongos
entomopatogenos es variable, y tiende a ser mas comun en areas
tropicales, en las cuales factores tales como la temperatura y la
humedad relativa favorecen su crecimiento. Sin embargo pueden
encontrarse en areas templadas (Vélez & Montoya, 1993; Bernard &

Janes 2009).

14



2.2.2 CLASIFICACION

De acuerdo a la clasificacion realizada por Ainsworth en
1973, citada por Tanada y Kaya (1993) y Perdomo (2011), los

hongos son separados en dos divisiones:

a. Division Myxomycota: Aquellos que forman plasmodios.
b. Division Eumycota: Aquellos que no forman plasmodios y son
frecuentemente micelianos. Se encuentran dentro de cinco

subdivisiones:

- Mastigomycotina: Forman zoosporas, oosporas Yy presentan
estado perfecto.

- Zygomycotina: No presentan zoosporas, presentan estado
perfecto y forman zygosporas.

- Ascomycotina: Presentan estado perfecto y forman ascosporas.

- Basidiomycotina: Presentan estado perfecto y forman
basiodiosporas.

- Deuteromycotina: No presentan estado perfecto ni zoosporas y

forman conidias.

15



Las clases de mayor importancia desde el punto de vista del

control de plagas agricolas son Zygomycetes e Hyphomycetes

(Tanada y Kaya, 1993).

subdivision

Muchos hongos entomopatégenos se encuentran en la

Zygomycotina,

clase

Zygomycetes,

orden

Entomophthorales; en Ascomycotina, clase Pyrenomycetes, orden

Sphaeriales; clase Laboulbeniomycetes, orden Laboulbeniales y en

Deuteromycotina, clase Hyphomycetes, orden Moniliales.

CUADRO 01: Clasificacion de los principales hongos entomopatdgenos

Subdivision Clase Entomopatdgenos Hospedante
Mastigomycotina Chytridiomycetes Coelomyces Larvas de mosquitos
Oomycetes Leptolegnia Larvas de mosquitos
Lagenidium
Zygomycotina Zygomycetes Mucor Varios
Entomophthorales  Diversos
Ascomycotina Plectomycetes Ascosphaera Abejas
Pyrenomycetes Cordycceps varios
Deuteromycotina Coelomycetes Aschersonia Cochinillas
Beauveria Varios
Hyphomycetes Culicinomyces Mosquitos
Hirsutella Acaros
Metarhizium Varios
Nomuraea Lepiddpteros

Paecilomyces
Tolypocladium
Verticillium

Larvas de mosquitos,
cochinillas, moscas
blancas y pulgones.

Fuente: Albuguerque & Albuguerque (2009).
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De acuerdo a Leucona (1996) y Monzén (2001), la
subdivision Deuteromycotina agrupa a los principales géneros de
hongos entomopatdgenos utilizados como controladores biolégicos a
nivel mundial como Metarhizium, Beauveria, Aschersonia,
Entomophthora, Zoophthora, Erynia, Eryniopsis, Akanthomyces,
Fusarium, Hirsutella, Hymenostilbe, Paecilomyces y Verticillium,
siendo los géneros Paecilomyces, Metarhizium, Beauveria y
Verticillium, los mas utilizados en varios paises de Latinoamerica,

incluyendo el Per( (Berlanga,1997).

2.2.3 MECANISMO DE ACCION

Las fases en que se desarrollan los hongos sobre sus

hospedantes son:

- Adhesion

Es un fendmeno que permite la fijacién de los propagulos o
unidades infectivas sobre la superficie de los hospedantes por medio
de mecanismos donde intervienen propiedades fisicas, quimicas y
electrostaticas del patdgeno y del hospedante. El contacto entre las

unidades infectivas con el tegumento es el prerrequisito para el
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establecimiento y continuacion de la micosis (Monzon, 2002;

Leucona et al., 1996).

- Germinacion

Luego de la adhesion e hidratacion del conidio o espora sobre
el tegumento, donde emite un tubo germinativo con formacion en
algunos casos de un apresorio, para posteriormente ingresar en el
hemocele del insecto (Bernard & Janes 2009). Sin embargo, Leucona
(1996), indica que las conidias de un hongo entomopatogeno pueden
presentar cuatro comportamientos germinativos sobre la cuticula del

hospedante:

a. Emision de un tubo germinativo corto que perfora el tegumento

b. Emision de un tubo germinativo largo, de comportamiento
errante sobre la superficie y que no penetra la cuticula del
insecto.

c. Emision de un tubo germinativo mas 0 menos corto y en cuya
extremidad se forma un conidio secundario de tamafio y forma
diferente a la del primario.

d. No puede germinar.

18



- Penetracion

Después de la germinacion de las esporas, se produce una
serie de transformaciones fisicas y/o quimicas tanto a nivel del
tegumento como del conidio, que le permite al patégeno penetrar la
cuticula de su hospedante especifico (Leucona et al, 1996; Monzon,

2001).

- Multiplicacion en el hemocele

Cuando el hongo ataca la cuticula y penetra, puede haber en
ella reacciones de melanizacion en el punto de penetracion y
posteriormente alrededor de los elementos fungicos. Dichas
reacciones pueden ser celulares (granulomas en los lepiddpteros) o
humorales, por mediacion de células sanguineas como en las larvas
de Aedes aegypti infectadas por L. giganteum, sin embargo estas
reacciones no siempre estan presentes como en el caso de C.

obscurus (Monzon, 2001).

Una vez en el interior del insecto el hongo se multiplica
principalmente por gemacion dando formas micelianas libres y

unicelulares llamadas blastosporas en los Deuteromycetes, pero
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inexistentes entre los Entomophthorales, sin embargo se producen en

el hemocele hifas y protoplastos (Morales et al., 2009).

El sistema inmunoldgico de los insectos reconocen y
reaccionan fagocitando las estructuras fungicas cuando el numero de
estructuras es pequefia, pero la encapsulacion es el principal
mecanismo de defensa donde los plasmocitos o granulocitos se
concentran en el punto de infeccion formando una masa

pseudotisular llamado granuloma (Pucheta et al, 2006).

- Produccion de toxinas

Las micotoxinas, son sustancias que pueden originar la
muerte del insecto debido a las propiedades insecticidas, ademas
actuan como sustancias inhibidoras de las reacciones de defensa del
hospedante por alteracion de los hemocitos y retardo en la
agregacion de las células de la hemolinfa (Monzén, 2001; Pucheta et

al, 2006).

Las micotoxinas que producen los hongos entomopatdgenos

son de dos tipos:
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a. Macromoléculas proteicas: Son enzima extracelulares
secretadas en cantidades significativas en el interior del
insecto.

b. Sustancias de bajo peso molecular: Son toxinas de bajo peso
molecular como los ciclodepsipéptidos producidos por
Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae, siendo las mas

comunes las destruxinas.

Varios otros productos de bajo peso molecular pueden ser
citados como toxicos, entre ellos el acido oxalico y dipicolinico y

las aflatoxinas producidas por Aspergillus flavus.

- Muerte del insecto

La muerte del insecto ocurre generalmente antes de que el
hongo colonice todo el interior del hemocele. Ello es originada por
accion de las sustancias toxicas secretadas por el hongo, la muerte
del hospedante marca el final de la etapa parasitica para continuar
creciendo saprofiticamente por todos los tejidos y compitiendo en
ciertos insectos con la flora bacteriana intestinal (Monzon, 2001

Morales et al., 2009).
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Para la mayoria de los Entomophthorales, la multiplicacién
del hongo es esencialmente un fenémeno parasitario, el insecto
muere cuando es totalmente invadido o0 muy poco antes de la
invasion completa, en este caso la fase saprofitica es muy corto. El
tiempo que demanda la muerte del insecto dependerd de la cepa del

hospedante y de los factores ambientales.

- Colonizacién total

Luego de la muerte el micelio invade todos los organismos y
tejidos comenzando en ciertos casos por el tejido graso. Despues de
la colonizacion total el cadaver se transforma en una momia
resistente a la descomposicion bacteriana, aunque en algunos casos
el hongo llega a respetar algunos tejidos como glandulas de seda,
musculos, traqueas y huevos de pulgones oviparos (Monzén, 2001;

Morales et al., 2009).

- Emergencia del hongo

Las hifas del hongo logran atravesar nuevamente el
tegumento desde el interior hacia el exterior del insecto,

generalmente emerge por las regiones menos esclerosadas del
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tegumento como las membranas intersegmentales o los espiraculos

(Morales et al., 2009).

- Esporulacion

Una vez que las hifas atraviesan el tegumento, ellas pueden
quedar en etapa vegetativa o pasar a la reproductiva dentro de la 24 a
48 horas, con formacion de conidias o esporas, el insecto adquiere
una coloracion que sera caracteristica de cada especie de hongo

(Monzén, 2001 Morales et al., 2009).

- Diseminacién

Las conidias o esporas formadas sobre el insecto se

diseminan por accion del viento, agua y la presencia de animales.

2.3 GENERALIDADES DEL GENERO Paecilomyces

El género Paecilomyces, fue introducido por Bainier en 1907 quien lo
describi6 como cercanamente relacionado a Penicillium, difiriendo por la
ausencia de colonias verdes y fidlides cilindricas cortas con cuello largos y
delgados, constituida por varias especies entomopatogenas, siendo los mas

importantes P. farinosos que controla larvas de lepidopteros y escarabajos; P.
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fumosoroseus a lepidopteros; P. brassicae ataca a la polilla de la col y P.

lilacinus controla fitoneméatodos (Leucona, 1996; El6segui, 2006).

Las especies presentan hifas hialinas a amarillosas, septadas, de
paredes delgadas; la mayoria presenta ramificaciones verticiladas o
irregularmente ramificadas, llevan en su parte terminal en cada rama grupos
de fialides, las cuales pueden ser también solitarias. Las fidlides constan de
una porcion basal cilindrica o hinchada, adelgazandose abruptamente a
menudo para formar un cuello muy notorio. Los conidiéforos llevan cadenas
de conidias; éstas son hialinas, unicelulares y de forma ovoide (Bustillo,

2001).

Las especies entomopatdgenas de Paecilomyces, fueron reclasificados
en los géneros Isaria y Spicaria. Los estados perfectos estan relacionados con
ascomicetes de los géneros Byssochlamys, Talaromyces, Thermoascus y

posiblemente Torrubiella (Tanada & Kaya, 1993).

Luangsa et al. (2005); Perdomo (2011), indican que las especies de

Paecilomyces estan contenidas en dos secciones Paecilomyces e Isarioidae:
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- Seccién Paecilomyces, incluye la especie tipo de género, P. variotii
Bainier, y aquellas especies que desarrollan colonias de color amarillo-
marrén, oliva-marron u otros colores oscuros, son mesofilicas,
termotolerantes, termofilicas, sapréfitas y no entomdgenas. Estas especies
se relacionan con los géneros de ascomicetes: Talaromyces C.R. Benj.,

Byssochlamys Westling y Thermoascus Miehe.

- Seccion lIsarioidea, contiene especies que presentan colonias de colores
blanco, verde claro, rosa, rojo o purpura, ademas de ser mesofilicas y

entomogenos, y estan relacionadas con Cordyceps Fr. y Torrubiella Boud.

Paecilomyces fumosoroseus ha sido clasificado en la seccion
Isarioidae, caracterizada por contener patégenos de insectos, las que
forman fieltros algodonosos o masas polvosas en el cuerpo del huésped o

bien forman sinemas sobre éste (Humer 1994; Smith, 1993).

2.3.1 Paecilomyces fumosoroseus (Wize) Brown & Smith

Desde el punto de vista taxondmico, este hongo pertenece a la
subdivision Deuteromicotina también conocido como hongos imperfectos.
Como todos los miembros de este grupo, carece de forma sexual.

Paecilomyces fumosoroseus (Wize), también es conocido como Isaria
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fumosorosea (Wize); Monilia aquatilis (Malgut) o Spicaria fumosorosea

(Wize) (Carr et al., 2003).

Paecilomyces fumosoroseus, es descrito como un patégeno natural
que esta siendo investigado para el control bioldégico de 41 especies de
plagas pertenecientes a 25 familias de insectos. Dentro de las mas
importantes aplicaciones que se le han dado es para el control de la
mariposa del fruto del durazno (Carposina sasakii), termitas, escarabajo
colorado de la papa (Leptinotarsa decemlineata), mariposa gypsy
(Limantria dispar y Galleria malolonella), mariposa del dorso de diamante
(Plutella xyllostella), el afido ruso del trigo (Diuraphis noxia) y la mosca

blanca (Bemisis argentifolii) (Osborne et al., 1990; Landa et al., 1994).

En los ultimos afios es uno de los hongos entomopatdgenos mas
empleado en el control de Bemisia spp. “mosquita blanca”, insecto chupador
polifago extendido en todo el mundo y que anualmente causa millonarias
pérdidas en la agricultura. Paecilomyces fumosoroseus es capaz de infectar a
la mosquita blanca en todas sus etapas de desarrollo, incluyendo huevos,
provocando altos niveles de mortalidad a una velocidad mayor que otros

hongos entomopatdogenos (Humber, 1999; Smith, 1993; Carr et al., 2003).
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2.3.2 MORFOLOGIA

Caracteristicas Macroscopicas

Colonias de color gris claro a gris mas oscuro, muchas veces la
colonia basalmente tiene aspecto de fieltro con sobre crecimiento flocular, o
puede tener un aspecto polvoriento granular en medio de Agar extracto de
malta (MEA) o Papa Dextrosa Agar (PDA), crecen moderadamente rapido a
25°C, 4-8 cm en 14 dias. Las colonias al esporular son al principio blancas,
pero cambian a tonalidades de rosa y podrian llegarse a tefiirse de gris con la

edad (Smith, 1993; y Luangsa et al., 2005).

Caracteristicas microscopicas
De acuerdo a Smith (1993); Alean (2003); Cafiedo & Ames (2004) y

Luangsa et al. (2005), Isaria fumosorosea se caracteriza por:

— Las hifas, se caracteriza por ser hialinas o amarillentas, septadas y de
paredes suaves de 1,4 — 4,0 um de ancho.

— Las estructuras conididgenas, son sinematosas 0 mononematosas de
1,6 - 3,6 um de ancho, que consiste en conidioforos verticilados o
irregulares alcanzan hasta 100um de largo x 1,5 a 3pm de didmetro,
presentan en cada una de las ramas acimulos de células conididégenas,

las cuales pueden ser solitarias en las hifas fértiles.

27



— Las conidias, se encuentran en cadenas basopetalas divergentes o
enredadas, son subglobosas, ovoides, elipsoidales a cilindricas,
ocasionalmente fusiformes hialinas o ligeramente pigmentadas con
paredes suaves 0 equinuladas de varias formas, el tamafo va de 3,2 -

5,6 x 1,9 - 3,6 um. No produce clamidosporas.

I. fumosorosea, produce conidias en medios solidos y blastoesporas
en cultivos liquidos. Las blastoesporas empiezan su germinacion mas rapido
en la cuticula del insecto que las conidias, lo cual indica que el uso de
blastoesporas para el desarrollo de formulaciones seria méas ventajoso sobre

el uso de las conidias (Vega, 2000).

2.3.3 CLASIFICACION TAXONOMICA

La ubicacién taxondémica de Isaria fumosorosea segun Ulloa y Herrera
(1994), es la siguiente:
Divisién: Eumycota
Subdivision: Deuteromycotina.
Clase: Hyphomycetes.
Orden: Moniliales.
Familia: Moniliaceae.
Género: lIsaria.

Especie: Isaria fumosorosea
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2.4 GENERALIDADES DEL GENERO Lecanillium

Verticillium, es un género de hongos de la division Eumycota, de la
familia Moniliaceae, el género suele incluir especies sapréfitas y parasitas de
plantas superiores, insectos, nematodos, huevos de moluscos y otros hongos.
Segin Barbara & Clewes (2003) y Zare & Gams. (2001), este género
contiene 51 especies divididos en tres grupos: Micopatdgenos,

entomopatogenos y patdgenos de plantas y saprofitos de restos vegetales.

Sin embargo recientemente se ha revisado este género y la mayoria de
los entomopatdgenos y micopatdgenos los han reclasificado en un nuevo

grupo llamado Lecanicillium (Zare & Gams, 2001).

Lecanicillium, es un género de hongos del orden Hypocreales,
actualmente consta de 21 especies. Son hongos entomopatdgenos, que
anteriormente eran ampliamente conocidos como Verticillium lecanii

(Zimmerman) Viegas. El género contiene las siguientes especies:

- Lecanicillium acerosum W. Gams, H.C. Evans & Zare 2001,
- Lecanicillium antillanum Zare & W. Gams 2001,
- Lecanicillium aphanocladii Zare & W. Gams 2001,

- Lecanicillium aranearum (Petch) Zare & W. Gams 2001,
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- Lecanicillium araneicola Sukarno & Kurihara 2009,

- Lecanicillium attenuatum Zare & W. Gams 2001,

- Lecanicillium dimorphum (J.D. Chen) Zare & W. Gams 2001,

- Lecanicillium evansii Zare & W. Gams 2001,

- Lecanicillium flavidum (W. Gams & Zaayen) W. Gams & Zare 2008,
- Lecanicillium fungicola (Preuss) Zare & W. Gams 2008;

- Lecanicillium fungicola var. aleophilum W. Gams & Zare 2008,

- Lecanicillium fungicola var. fungicola (Preuss) Zare & W. Gams 2008,
- Lecanicillium fusisporum (W. Gams) Zare & W. Gams 2001,

- Lecanicillium kalimantanense Kurihara & Sukarno 2009,

- Lecanicillium nodulosum (Petch) Zare & W. Gams 2001,

- Lecanicillium pissodis Kope & I. Leal 20086,

- Lecanicillium psalliotae (Treschew) Zare & W. Gams 2001,

- Lecanicillium saksenae (Kushwaha) Kurihara & Sukarno 2009,

- Lecanicillium tenuipes (Petch) Zare & W. Gams 2001,

- Lecanicillium wallacei (H.C. Evans) H.C. Evans & Zare 2008.

2.4.1 Lecanicillium lecanii (Zimmerman) Viegas
La especie mas representativa del género Lecanicillium con
capacidad entomopatdgena es Lecanicillium leccanii (Zimmerman)

Viegas, de amplia distribucion geografica, capaz de causar epizootias
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de gran magnitud en regiones de clima tropical y subtropical, asi como
en los ambientes célidos y himedos de los invernaderos (Garcia, 1996),
tiene un color blanco y una apariencia algodonosa en placas petri y en
los insectos parasitados. Crece bien a temperaturas entre los 20 a 25 °C

a una humedad relativa del 90% (Obregon, 2002).

Se encuentra frecuentemente atacando especies de los ordenes
Lepidoptera, Coledptera, Diptera, Himenoptera y sobre todo acaros, los
insectos muertos por este hongo tienen una apariencia blanquecina

(Alean, 2003; El6segui, 2006).

En el 2001 los investigadores Gams y Zare, basados en técnicas

moleculares agruparon a Verticillium leccanii en tres especies:

- Lecanicillium lecanii (Zimmerm) Zare & Gams,
- Lecanicillium muscarium (Petch) Zare & Gams

- Lecanicillium longisporum (Petch) Zare & Gams.

Las diferencias fundamentales entre las especies estan dadas por

el rango de hospederos y el tamafio de los conidias. L. lecanii, produce

conidias ligeramente elipsoidales, muy homogéneas en forma y tamafio,
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las conidias de Lecanicillium muscarium, son mas largas y delgadas y
en Lecanicillium longisporium son elipsoidales a ovales, raramente

presentan septos (Elésegui, 2006).

Durante los dltimos afios Lecanicillium lecanii, junto a otros
géneros, ha sido sujeto de multiples investigaciones; en las cuales se
busca esclarecer su ubicacion fitogenetica, asi como el origen de sus
atributos como arma para el control de plagas. Todo esto debido a que
la agrupacion de los diferentes generos de entomopatdgenos, segun sus
caracteristicas morfoldgicas, coloniales, miceliares y de formacion de
sus conidias, no necesariamente refleja la relacion fitogenética entre

ellos (Goettel et al., 2001).

2.4.2 MORFOLOGIA
Caracteristicas Macroscopicas
Las colonias crecen bien en un medio de cultivo a base de agar
malta, harina de avena o papa dextrosa agar, en los cuales se desarrolla
un micelio delgado blanco o crema, que forma colonias blancas con
apariencia algodonosa que mide de 18 a 22 mm y con menos color o de
color amarillento al inverso del cultivo se observa la formacion de una

especie de halo, debido a que las hifas se desplazan concéntricamente
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sobre el medio de cultivo; respecto al sitio de inoculacion, en busca del
mejor aprovechamiento de los nutrientes, adhesion y diseminacién

sobre el sustrato (Barranco, 2004).

Las colonias de L. lecanii crecen con un micelio aéreo,
pulverulento, hifas moderadamente bifurcadas, septadas de pared lisa y

hialina de 1,6 a 2,4 um de didmetro (Barbara & Clewes, 2003).

Caracteristicas Microscopicas
De acuerdo a Tzean et al. (1997) y Cafiedo & Ames (2004),

Isaria fumosorosea, se caracteriza por:

- Los conidioforos de las especies de Lecanicillium, son poco
diferenciados de las hifas vegetativas y de las células conididgenas.

- Las células conididgenas (fialides) estan en forma de verticilios de dos
a seis, en parejas o solitarias sobre hifas o apicalmente sobre cortas
ramificaciones, miden de 11 a 30 pum de largo x 1,5 a 2 um de
didmetro, son ligeramente anchos en la base y van adelgazando hacia
la punta por donde salen las conidias.

- Las conidias, son pequefias, hialinas cilindricas o elipsoidales vy

redondeadas en sus extremos midiendo de 2 a4 x 1 a 1,5 um. Son
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uniformes en cuanto a forma y tamafio dependiendo del aislamiento.

Estas conidias nacen en forma de gotas filamentosas o en cadenas.

2.4.3 CLASIFICACION TAXONOMICA

Division: Eumycota.
Subdivision: Deuteromycotina.
Clase: Hyphomycetes.
Orden: Moniliales.
Familia: Moniliaceae.
Género: Lecanicillium

Especie: Lecanicillium lecanii

2.5 GENERALIDADES DEL GENERO Metarhizium

El género Metarhizium, esta clasificado dentro del grupo Moniliaceae,
muy proximo el género Penicillium, se caracteriza por presentar conidioforos
que forman una capa de esporas: las fialides pueden ser solas, en pares 0 en
manojos; las conidias se producen en cadenas de basipétalos compactados en
columnas, son ovoides o cilindricos, unicelulares. Las conidias pueden ser
hialinas o ligeramente pigmentadas de verde oliva con un tamafio de 7 a 9

um de largo y 4,5 a 5 pum de ancho. Las colonias crecen lentamente
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alcanzando hasta 2 cm en 10 dias a 20°C sobre medios de cultivo sintéticos

(Moore & Prior, 1993; Moore, 1996).

2.5.1 Metarhizium anisopliae (Metschnikow) Sorok

Tiene una apariencia de color verde oliva y polvorienta en las
placas en laboratorio y en los insectos muertos y parasitados. Crece bien
a temperaturas entre los 25 a 27 °C a una humedad relativa del 90%

(Obregdn, 2002).

Es el agente causal de la muscardina verde y es un patdgeno de
mas de 300 especies de siete ordenes de insectos. Los Coledpteros son
los hospederos mas comunes, es el segundo hongo entomopatégeno
méas ampliamente usado en el control microbiano y es el hongo mas
utilizado en Latinoamérica para el control de diferentes especies de
Cercopidos que son plagas en la cafia de azlcar. Metarhizium
anisopliae es un hongo imperfecto que presenta reproduccion asexual.
Fue uno de los primeros microorganismos que se usaron en el control
de los insectos plaga. Primero se aislo del escarabajo gallo del trigo

(Lezama, 1995).
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Se le considera un agente de alto potencial en el control
bioldgico de plagas agricolas, es una especie de hongo cosmopolita que
no infecta animales de sangre caliente y tampoco existen reportes de

sensibilidad humana (Kaaya & Munynyi, 1995).

2.5.2 MORFOLOGIA

Caracteristicas Macroscopicas

Presenta una colonia pegada al medio, completamente redonda,
de colores olivaceo, amarillento, verdoso, marrén oscuro, dependiendo
del aislamiento, con un revés incoloro a marron, a veces verdoso
citrino. Los cadaveres de los insectos afectados, se observan
completamente cubiertos con micelio del hongo de color blanco.
Cuando el hongo esporula sobre el cadaver, adquiere una coloracion

verdosa.

Caracteristicas Microscopicas

De acuerdo a Kaaya & Munyinyi (1995), Metarhizium

anisopliae, se caracteriza por:
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— Los conidi6foros nacen del micelio y son irregularmente ramificados
con dos a tres ramas en cada septo, miden de 4 a 14u de longitud x
1,5 a 2,5 de diametro.

— Las fialides son cilindricas en forma de clava, adelgazados en el
apice, miden de 6 a 13um de longitud y de 2 a 4um de didmetro.

— Las conidias son unicelulares, cilindricas y truncadas, formadas en
cadenas muy largas, hialinas a verde oliviceo, miden de 3,5 a 9 um
de longitud x 1,5 a 3,5um de didmetro. Se desconoce la forma de
teleomorfos. Metarhizium anisopliae var. Anisopliae presenta
conidio cortos de 3,5 a 9 um mientras que Metarhizium anisopliae

var. major presenta conidias de 9 a 18 pm.

2.5.3 CLASIFICACION TAXONOMICA

Divisién: Eumycota.

Subdivisién: Deuteromycotina.
Clase: Deuteromycetes.
Orden: Moniliales.

Familia: Moniliaceae.
Género: Metarhizium

Especie: Metarhizium anisopliae.
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2.6 IMPORTANCIA DE LOS HONGOS ENTOMOPATOGENOS

Las principales ventajas de estos hongos son:

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.

Se pueden aplicar mezclas de hongos entomopatdégenos con dosis sub
letales de insecticidas para lograr efectos sinergicos superiores a los
logrados con aplicaciones de cada producto por separado.

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

Cuando el hongo no llega a causar la muerte del insecto, se presentan

efectos secundarios que alteran el normal desarrollo de su ciclo de vida.

Pero también presentan algunas desventajas, como:

Sensibilidad a la variacion de las condiciones climaticas como

temperaturas extremas, desecacion y luz ultravioleta. Estas limitantes estan
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siendo contrarrestadas mediante el uso de aditivos (protectores solares,
aceites, antidesecantes).

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

- En general, los insecticidas bioldgicos no matan instantdneamente.
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.

2.7 PRODUCCION DE HONGOS ENTOMOPATOGENOS
La metodologia de la produccion de hongos entomopatégenos va a
depender de la relacion existente entre el hongo y el insecto a controlar, es asi
que los entomopatdgenos obligados, solo se pueden masificar in vivo,
mientras que los entomopatdégenos no obligados se pueden multiplicar in
vitro, empleando conocimientos basicos disponibles de procesos

fermentativos (Leucona, 1996).

2.7.1 METODOS DE PRODUCCION

a. Produccion “in vivo”
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Muchos hongos entomopatdgenos obligados, son propagados a
través de insectos sensibles vivos, pero la metodologia de trabajo es
sumamente laboriosa. Este método puede ser empleado para la
diseminacion de hongos en programas de control clasico o
inoculativo. EIl inoculo producido in vivo, puede ser empleado para
introducir un entomopatdgeno a un area donde su ocurrencia no es
normal o para inducir epizootias cuando es poco habitual que ocurra
(Alves, 1998).

La produccion industrial in vivo, requiere mantener
instalaciones apropiadas para la cria del insecto hospedante, el
insectario debe ser dividido empleando parte del mismo para mantener
viable el patégeno y otra seccion separada para proceder a su

multiplicacion a gran escala (Leucona, 1996).

CUADRO 02: Hongos entomopatogenos producidos “in vivo”

ESPECIE PAIS
Entomophaga grylli Brasil
Emtomophthora Argentina
Cordyceps Cuba
Nomuraea Brasil

Fuente: Alves (1986); Leucona (1996).
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b. Produccion “in vitro”

De acuerdo a Leucona (1996) y Alves (2001), para la
produccion in vitro se debe tener en cuenta las siguientes
consideraciones:

- Seleccionar una cepa capaz de producir abundantes conidias y
mantener su virulencia.

- Seleccionar y optimizar un medio de cultivo que permita la
obtencion de altos rendimiento.

- ElI medio de cultivo debe facilitar la produccion industrial a bajos
costos.

- Desarrollar una adecuada formulacion que asegure la calidad del

producto y permita su facil aplicacion y almacenamiento.

2.7.2  METODOS DE PRODUCCION “in vitro”
2.7.2.1 FERMENTACION EN SUSTRATO SOLIDO
CARACTERISTICAS
La fermentacion en medio solido, o también fermentacion en
estado solido, se define como el crecimiento de microorganismos en
medios sélidos o semisélidos en ausencia de agua libre. Las

fermentaciones de estas caracteristicas son aquellas en las cuales el
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sustrato no esta disuelto ni en suspension en un gran volumen de agua

(Viniegra et al., 1997; Chavez et al., 2009).

La fermentacion en sustrato solido (FSS) se ha usado exitosamente
para la produccién de enzimas y metabolitos secundarios. Estos productos
estan asociados con la fase estacionaria de crecimiento microbiano y son
producidos a escala industrial para su uso en agricultura y en el tratamiento
de enfermedades. Muchos de esos metabolitos secundarios son producidos
aun en fermentaciones liquidas sumergidas (FLS), aunque a través de su
produccién este método ha mostrado ser menos efectivo que la FSS, ya
que cuando la produccion a gran escala se incrementa asi mismo lo hacen

los costos y la demanda energética (Robinson et al., 2002).

Los microorganismos que crecen bien en este sistema son aquellos
que toleran una baja actividad de agua (Aw) (Wainwright, 1995). Muchas
especies de mohos filamentosos de los deuteromicetes crecen
abundantemente sobre sustratos sélidos, por tal motivo la FLS, constituye
una alternativa viable para el crecimiento y conidiacién de los hongos

entomopatdgenos a escala industrial (Wainwright, 1995, Leucona, 1996).
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CUADRO 03: Especies de hongos entomopatogenos producidos
por fermentacion en sustrato solido.

Especie Sustrato  Pais Recuento
(conidias/g)
Metarhizium anisopliae Arroz Brasil 10°
Beauveria bassiana Arroz Brasil 108
Beauveria bassiana Arroz Costa Rica 10°
Verticillium lecanii Arroz Brasil 108
Paecilomyces fumosoroseus  Cebada  Colombia 10"°

Fuente: Leucona (1996) y Barquero (2005)

TECNICAS DE PRODUCCION
- Produccion en frascos de vidrio
Es una metodologia ampliamente utilizada para la produccion
de Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana, se basa en el
empleo de frascos de vidrio de boca ancha como biorreactores
(Barquero, 2005).
- Produccion en bolsas plasticas
El empleo de bolsas de polipropileno esterilizables introdujo
mejoras sustanciales en la economia del proceso, entre otras, el uso de
una mayor cantidad de sustrato que permite reducir el namero de
unidades de fermentacion, el costo de cada bolsa (fermentador),
sumado a la posibilidad de su comercializacion directa, disminuye

sensiblemente los gastos relacionados con la mano de obra.
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- Produccion en bandejas
El cultivo de hongos empleando bandejas como biorreactores
estd ampliamente difundido, si bien es simple desde el punto de vista
constructivo y operacional, presenta el inconveniente que requiere una
importante superficie para su funcionamiento y requiere mucha mano
de obra. El espesor del lecho a emplear debe optimizarse, para evitar
problemas de intercambio gaseoso e incremento de temperatura

(Wainwright, 1995).

VENTAJAS DE LA FERMENTACION EN SUSTRATO SOLIDO

Doelle et al. (1992); Wainwright (1995) y Robinson et al. (2002),
consideran como ventajas de la fermentacion en estado solido, los

siguientes aspectos:

Los medios de cultivo son simples, generalmente subproductos
agricolas que presentan un alto contenido de los nutrientes necesarios.
La baja actividad del agua es de gran ayuda para evitar las
contaminaciones, especialmente de bacterias y levaduras.

La concentracion natural del sustrato permite utilizar reactores mas
pequefios en comparacion con los utilizados en otro tipo de

fermentacién. Tienen mayor productividad volumétrica.
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- La aireacién forzada es facilitada por la porosidad del soporte, lo que
permite una alta transferencia de oxigeno al microorganismo.

- Pueden emplearse, frecuentemente conidias como inéculo en los
procesos de crecimiento de hongos, lo cual disminuye los costos y las
manipulaciones en la preparacion del indculo.

- Las conidias de los hongos que se producen son mucho mas resistentes
y tienen mejor adaptabilidad a las condiciones en las que se aplican
como agente de biocontrol.

- El proceso de recobrado es simplificado. Algunos productos son
utilizados integralmente, como alimento animal, productos para el
control bioldgico, etc.

- Los procesos se consideran generalmente como tecnologias limpias.

DESVENTAJAS DE LA FERMENTACION EN SUSTRATO

SOLIDO

Segun Robinson et al. (2002) y Chavez et al. (2009); entre las

principales desventajas se encuentran:

- Su aplicacion se limita a microorganismos que crecen en bajos

contenidos de humedad.
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- La extraccion del calor metabdlico puede ser un problema, sobre todo
cuando se trabaja a gran escala y no se controla el proceso.

- La naturaleza sélida del sustrato trae problemas al medir los pardametros
de la fermentacion tales como el pH, la temperatura, el contenido de
humedad y la concentracion de sustrato y productos.

- Los procesos de transferencia de masa son limitados por la difusion.

- Muchos aspectos ingenieriles como el disefio de reactores y el escalado
estan muy poco caracterizados.

- El tiempo de fermentacion es mayor debido a que generalmente se
utilizan microorganismos que presentan bajas velocidades especificas

de crecimiento.

2.7.2.2 PRODUCCION EN CULTIVO SUMERGIDO

Si bien la fermentacion en sustrato solido presenta una serie de
ventajas, la fermentacién en cultivos sumergidos brindan muchas
posibilidades para su exitosa aplicacién en la produccion de hongos
entomopatogenos, asi por ejemplo, el disefio de biorreactores y los
sistemas de control del proceso disponibles para la produccién en cultivos
sumergidos, son aspectos que cuentan con un alto grado de desarrollo y
sofisticacion, esto permite realizar los cultivos ejerciendo un estricto
control de los factores fisicoquimicos que rodea a los microorganismos,

ademas este sistema permite su implementacién a nivel industrial.
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Los deuteromicetos, con excepcién de H. thompsonii, P. lilacinus y
Beauveria bassiana, generalmente no producen conidias en cultivos
sumergidos, a pesar de crecer y rendir abundante cantidad de blastosporas;
fragmentos de micelio de pared delgada y aspecto levaduriforme, si bien
resultan infectivas, tienen un tiempo de vida medio corto y no soportan
condiciones ambientales extremas. La utilizacion de fuentes de nitrogeno
complejas (peptona y extracto de levadura), permiten alcanzar un buen
crecimiento con formacion de abundantes blastoporas, mientras que el
empleo de fuentes nitrogenadas simples (nitrato de potasio), permiten la
conidiacion de Beauveria bassiana en medios liquidos. No obstante si las
condiciones y medio de cultivo no son debidamente optimizadas el
producto final estara constituido principalmente por blastoporas.

CUADRO 04: Especies de hongos entomopatogenos producidos por
fermentacion en cultivo sumergido.

Especie Estructura

Hirsutella thompsonii Conidias, micelio y blastosporas
Paecilomyces lilacinus Conidias, micelio y blastosporas
Beauveria bassiana Conidias

Beaveria tenella Micelio / blastosporas
Metarhizium anisopliae Micelio / blastosporas
Nomuraea rileyi Micelio / blastosporas
Spicaria prasiana Micelio / blastosporas
Paecilomyces fumosoroseus Micelio / blastosporas

Fuente: Leucona (1996)
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2.7.2.3 PRODUCCION POR SISTEMA BIFASICO

2.7.3

Este sistema de produccién consta de dos etapas, la multiplicacion
en medios liquidos para obtener micelio en abundante cantidad, la que
generalmente se extiende hasta el final de fase de crecimiento exponencial,
seguida de una segunda etapa en la cual el micelio obtenido es distribuido
en bandejas (bien sobre un sustrato solido o sobre un soporte inerte), las
que se colocan en ambientes con temperatura y humedad controlada hasta
alcanzar la esporulacion. Esta forma de producir conidias ha sido
empleada con éxito a escala industrial en Rusia, llegando a producir 22

toneladas de conidias de Beauveria bassiana.

FACTORES QUE AFECTAN LA FERMENTACION

La actividad de los mohos filamentosos se ve muy afectada por las
condiciones fisicoquimicas que influyen en su distribucion en el
medioambiente, los factores mas importantes son la humedad, la actividad
del agua, el pH, la temperatura, la concentracién y disponibilidad del
sustrato, la aireacion, el tamafio de particulas y la forma de inoculacién
afectan significativamente tanto el crecimiento como la formacion de

productos (Doelle et al., 2007; Chavez et al., 2009).
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En el cultivo liquido agitado el control de las condiciones
ambientales es relativamente simple, ya que estos sistemas son
homogéneos desde el punto de vista de la concentracion celular, nutrientes
y productos. Sin embargo se presentan serios problemas en los sistemas
solidos con el mezclado, la transferencia de oxigeno, el intercambio de
calor y el control de la humedad y el pH, debido, principalmente, a la

heterogeneidad y la consistencia del sistema (Doelle et al., 2007).

La Humedad

Todos los microorganismos requieren agua y la disponibilidad de
ella es un factor importante para el crecimiento del microorganismo en la
naturaleza; la disponibilidad de agua depende no solo del contenido de
agua del ambiente, sino de la concentracion de solutos en ella, debido a
que las substancias disueltas tienen gran afinidad por el agua, lo que hace
que el agua asociada a los solutos sea inutilizable por los organismos

(Mitchell et al., 2002; Coyne, 1999).

El porcentaje de humedad en la fermentacion sélida puede variar
entre 30 y 80%, en dependencia del sdlido utilizado, el microorganismo y
el objetivo del proceso (formacion de producto, crecimiento de la

biomasa). Aunque el porcentaje de humedad es una de las variables que
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comlinmente se optimiza en los sistemas de fermentacion sélida, hoy se
reconoce que no es solo la cantidad de agua presente en el sistema la que
ejerce su influencia sobre la eficiencia del proceso, sino el caracter de las
interacciones entre el agua y el medio sélido. Por eso no es contradictorio
observar que un mismo microorganismo se desarrolle plenamente en dos
sustratos diferentes con diferentes concentraciones de humedad (Magara

et al., 2004; Mitchell et al., 2002).

Actividad del agua (Aw)

La actividad del agua se define como la humedad relativa de la
atmosfera gaseosa en equilibrio con el sustrato, es el pardmetro que se ha
utilizado para caracterizar cuantitativamente las interacciones fisicas y/o

quimicas del agua en el sistema.

Los mohos muestran un comportamiento muy variado con respecto
a la disponibilidad de agua, por lo general son mas tolerantes a la escasez
gue otros organismos, requiere un rango de actividad de agua de 0,71 a

0,96 (Deacon, 1990; Huerta, 2000; Carrillo, 2003).

Se demostrd que la actividad del agua no sélo ejerce influencia

sobre el crecimiento, sino también sobre la formacién de productos y, en
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muchos casos, el valor minimo requerido de actividad de agua para la
formacion del producto difiere del necesario para el crecimiento (Magara

et al., 2004; Domenech et al., 2000).

El pH.

El pH, afecta la permeabilidad de la membrana y el grado de
disociacion de las moléculas en iones, por lo tanto es posible que una
especie de microorganismo sea incapaz de absorber nutrientes esenciales a
un cierto valor de pH, o bien encuentre niveles tdxicos de compuestos,
dependiendo de si son mas toxicos en la forma disociada o en la no
disociada (Mitchell et al., 2002; Deacon, 1990; Coyne, 1999).

Es otra variable que afecta el desarrollo de los procesos de
fermentacion en estado sélido, al igual que lo hace en los cultivos
sumergidos. Sin embargo, en el caso de la fermentacion solida, su control
es practicamente imposible, debido a la ausencia de instrumentos capaces
de medir el pH en la capa de liquido que rodea el solido (Mitchell et al.,

2002).

El pH adecuado para el crecimiento de los mohos durante la

fermentacion en sustrato solido es de 5 a 6,2 aungue en el proceso cambia

por diferentes razones; normalmente disminuye por la secrecién de acidos
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organicos como acéticos y lacticos durante el proceso. No obstante, la
fuente de nitrégeno utilizada influye mucho en la tendencia que sigue el

pH (Domenech, 2000; Dorta et al., 1996).

La temperatura.

La temperatura es uno de los factores ambientales mas importante
que afecta el crecimiento y la supervivencia de los microorganismos, la
mayoria de los mohos son mesafilos y crecen en el intervalo de 10 a 40 °C,
siendo la optima de 25 a 35 °C, pocos mohos son terméfilos y crecen entre
20 a 50 °C con una optima de 40 °C (Deacon, 1990; Dorta et al., 1996;

Coyne, 1999; Carillo, 2003).

El crecimiento y la formacion de productos son resultados de
complejas reacciones quimicas, y al igual que cualquier otra reaccion,
estan afectados por la temperatura, la que ejerce una accion determinante

en el conjunto de actividades celulares.

La temperatura es la variable cuyo control, en una fermentacion
solida, se considera el mas critico debido a la alta concentracion de
sustrato por unidad de volumen y a la baja conductividad térmica del

sistema heterogéneo sélido - liquido - gas, lo que favorece la acumulacion
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del calor metabolico en el sistema y un aumento de la temperatura del
cultivo (Bernard et al., 1992). Segin Gutiérrez et al. (1995), el aumento de

la temperatura favorece tres aspectos negativos:

- La actividad microbiana se desacelera o se detiene.
- Se deshidrata el medio solido.
- El metabolismo se desvia como un mecanismo de defensa ante el

calor o ante la deshidratacion.

CUADRO 05: Rango de temperatura de crecimiento de los principales
hongos entomopatdgenos cultivados por fermentacion en
sustrato sdlido,

Temperatura (°C)

Especie Minima  Optima Maxima
Lecanicillium lecanii 20- 25 23-24 28,5
Metarhizium anisopliae 20 23 27,5
Beauveria bassiana 22 23 26,5
Paecilomyces fumosoroseus 22 24 25
Beauveria brongniartii 21 23 26

*: Cultivados en arroz. Magara et al. (2004)

La concentracion y disponibilidad del sustrato
El medio de cultivo debe tener todos los nutrientes necesarios de
forma balanceada para favorecer el crecimiento del microorganismo.

Las relaciones entre algunos de sus elementos son de particular
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importancia, por ejemplo, carbono-nitrégeno y fosforo-oxigeno, esta
Gltima de manera relevante en lo referido a la eficiencia de conversion

energética y a la respiracion (Cannel & Young, 1998).

La formulacién tiene que ver con los aspectos cuantitativos de
los medios, es decir, debe establecer las concentraciones a ser utilizada
de cada componente. Una primera aproximacion con respecto a las
cantidades a utilizar de las diversas fuentes lo da el conocimiento de la
composicion de la biomasa del microorganismo empleado (Ertola &

Garcia, 1994).

Mediante el conocimiento de los coeficientes de rendimiento
para la formacion de biomasa y producto, y los valores de la energia de
mantenimiento sera posible establecer también los requerimientos de las
fuentes de carbono necesarios para formular un medio (Ertola & Garcia,

1994; Bosch et al., 2001).

Al igual que en los cultivos sumergidos, la concentracion de
sustrato ejerce una influencia sobre el desarrollo del microorganismo.
Hasta el momento, tal influencia no esta caracterizada en términos de

limitacion o inhibicion como en los cultivos sumergidos; pero se piensa
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que los efectos de limitacion sean mayores en las fermentaciones
solidas, debido a la baja velocidad de difusion de los nutrientes en la
fase liquida (Cannel & Young, 1998). Si se ha encontrado que la
relacion carbono a nitrégeno tiene una gran importancia y su valor
Optimo puede variar en el intervalo de 10 a 100 en dependencia del

proceso de fermentacion (Bosch et al., 2001).

La aireacion.

En la mayoria de los procesos de fermentacion en estado solido
participan microorganismos aerobios, y resulta la aireacion un factor
fundamental para el desarrollo del proceso. La aireacion se utiliza para
suministrar el oxigeno necesario, para extraer el CO, formado, asi como
para extraer el calor metabolico evolucionado, de manera que el flujo
optimo de aire debe tomar en consideracion la naturaleza del
microorganismo utilizado, los requerimientos de oxigeno para el
crecimiento y/o la formacion del producto deseado, la velocidad de
generacion de calor metabdlico, la concentracion critica del dioxido de
carbono y otros metabolitos volatiles, el espesor de la masa de sélido,
entre otros. La aireacion en las FES es mas facil que las fermentaciones
sumergidas, porgue la superficie de contacto es mayor entre el aire y el

liquido que esta absorbido en las particulas (Viniegra et al., 2003).
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El in6culo

Otro factor que influye en los procesos de FES lo representa el
tipo de inodculo y la forma de inoculacion. Existen dos tipos
fundamentales de indculo en la produccion de hongos, tanto a nivel de

laboratorio como industrial: micelio o esporas (Domenech, 2000).

Las principales ventajas del uso de micelio como inéculo son:
una mejor competitividad del hongo, una reduccion de la posible
colonizacion del sustrato por microorganismos contaminantes y la
colonizacion mas rapida debido a que se reducen los tiempos de
incubacion (la fase de latencia o de adaptacion principalmente (Moore

& Prior, 1993; Jenkins et al., 1998).

Sin embargo, en diferentes trabajos se reporta el uso de
suspensiones de esporas (Bosch et al., 2001; Dorta et al., 1996 y Booth
& Shanks, 1998), destacandose su principal ventaja en la reduccion de

los costos en la etapa de propagacion del microorganismo.

Caracteristicas del sustrato

La eleccidn del sustrato es un punto critico durante la FSS,

donde los hongos deben atacar el sustrato sélido para solubilizarlos y
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disponer de ellos, donde la concentracion de nutrientes en el sistema

puede disminuir, mantenerse o incrementarse durante el cultivo.

El caracter particulado de los materiales y la naturaleza

polimérica de sus principales constituyentes (celulosa, hemicelulosa,

lignina, almidon, etc.), permiten identificar tres grupos de factores que

afectan su dinamica de bioconversién, como son:

Los factores que derivan de las macromorfologia de las particulas
(tamafio y forma, relacion superficie/masa, naturaleza cristalina o
amorfa, porosidad adsorcion / desorcion de agua, etc.), determinan
la velocidad a la cual las distintas macromoléculas del sustrato se

hacen accesibles al ataque por enzimas extracelulares.

Factores que afectan las actividades enzimaticas involucradas en la
hidrolisis total o parcial de las macromoléculas (pH, Temperatura,
concentracion de sustrato y productos), para dar lugar a las
subunidades que pueden ser incorporadas por el microorganismo,
estos factores determina la velocidad a la cual los distintos

compuestos asimilables se hacen disponibles.
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- Factores relacionados con la estructura de la matriz que se obtiene
cuando el material a ser fermentado es empacado en pilas o dentro
de biorreactores, en este caso, el espesor del lecho del sélido y el
volumen de los espacios libres interparticulas afectaran la
transferencia de gases y de calor, especialmente en aquellos

procesos realizados sin el empleo de aireacion forzada.

El tamafio de la particula

El tamafio de particula esta muy ligado a la transferencia de
masa en el sistema de fermentacion en estado solido, y para considerar
este fenomeno se ha propuesto dividir el andlisis en la transferencia de
masa intraparticula y la interparticula (Domenech, 2000). En el primer
caso, influye mas el tamafio y la forma del poro de la particula, asi
como la porosidad, aunque también influye el tamafio de la particula.
En el segundo caso, el espacio interparticula es lo mas importante y es
afectado por el tamafio de la particula, su forma y la humedad (Bernard

& Janes, 2009).

Otro aspecto que influye en la transferencia de masa durante el

proceso, es el cambio de estructura de las particulas de sustrato

resultado de la accién de los microorganismos (Domenech, 2000).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1 LUGAR DE EXPERIMENTACION
El presente trabajo se llevd a cabo en el Laboratorio de
Microbiologia Industrial y Biotecnologia de la Facultad de Ciencias de la

Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann de la ciudad de Tacna.

3.2 MATERIAL EN ESTUDIO
Material Biologico
- Cepas de Isaria fumosorosea, Metarhizium anisopliae y Lecanicillium
lecanii, obtenidas del Servicio Nacional de Sanidad Agraria - Lima.
- Granos de arroz, cebada, trigo, sorgo y maiz chancado, que se

compraron del mercado Grau de la ciudad de Tacna.

3.3 DISENO DE INVESTIGACION
Se empleo el disefio completamente aleatorizado con post prueba y
grupo control (Hernandez et al., 2003), constituido por 5 tratamientos para
cada hongo entomopatdgeno: El tratamiento control formado por granos
de arroz mas hongo y los tratamientos experimentales formados por
cebada, trigo, sorgo y maiz chancado mas hongo respectivamente. Los

hongos considerados en cada tratamiento fueron: Isaria fumosorosea,



Metarhizium anisopliae y Lecanicillium lecanii. Los tratamientos se

realizaron por triplicado.

VARIABLES DE LA EXPERIMENTACION:

- Variable dependiente: Produccion y porcentaje de germinacion de

conidias de hongos entomopatogenos: Isaria fumosorosea,

Metarhizium anisopliae y Lecanicillium lecanii.

- Variable independiente: Sustratos organicos: Arroz, cebada, trigo,

sorgo, maiz chancado.

3.4 METODOLOGIA
3.4.1 ETAPA PRE FERMENTATIVA
a. OBTENCION Y PREPARACION DEL INOCULO
Reconstitucion de cepas
Las cepas de los hongos entomopatdgenos Isaria fumosorosea,

Metarhizium anisopliae y Lecanicillium lecanii, fueron reactivadas de
acuerdo a la técnica propuesta por Cafiedo & Ames (2004) y Berlanga
(1998), en tubos de ensayo con tapa rosca conteniendo agar
Sabouraud al 4% (DSA), mediante siembra por estria e incubadas a 26

+ 2 °C durante 5 a 7 dias.
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Masificacion de conidias

La masificacion se realizé en medios sintéticos de acuerdo a la
metodologia propuesta por Berlanga & Hernandez (1997) y Alean
(2003), la siembra se realizd por la técnica de siembra en superficie,
colocando una alicuota de 0,1 ml de una suspension fangica de 10°
conidias/ml, en placas de agar Sabouraud al 4 % complementada con
100 mg/litro de tetraciclina; las que se incubaron a 26 + 2 °C durante 7

dias con observaciones periodicas.

Cosecha de conidias

Las conidias producidas por los hongos en las placas Petri, se
cosecharon colocando 15 perlas de vidrio de 0,5 cm de diametro mas
15 ml de agua destilada estéril, las que se fueron desprendidas del
micelio por rotacion. La suspension obtenida se transfirié a un matraz

estéril de 250 ml de manera independiente.

Recuento

Se conto el namero total de conidias por ml producidas por
cada hongo entomopatégeno segin el método de Berlanga &
Hernandez (1997). Se realizaron diluciones, transfiriendo 1 ml de la

suspensién madre a un tubo de ensayo con 9 ml de agua destilada
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estéril; luego con una pipeta Pasteur, se colocd una gota de la dilucion
a la cdmara de Neubauer. De acuerdo al valor obtenido, se realizaron
calculos para diluir la suspension concentrada de conidias hasta
obtener una concentracion final de 10° conidias por ml, utilizando

agua destilada estéril a pH 6.

. OBTENCION Y PREPARACION DE LOS SUSTRATOS
La preparacion del sustrato se realizd mediante los métodos
propuestos por Berlanga & Hernandez (1997), Monzon (2001),

Cafiedo & Ames (2004) como se describe a continuacion:

Seleccion y lavado

Los granos de arroz, trigo, cebada, sorgo y maiz, fueron
colocados sobre bandejas limpias de manera independiente, donde se
retiré todo tipo de impurezas y granos deformes o contaminados, los
sustratos se lavaron por tres veces consecutivas con agua de cafio y se

dejo escurrir en un colador por 30 minutos.

Precocido

Se precoci6 el arroz y el maiz chancado de la siguiente

manera: Se coloco los granos sobre un pedazo de tela de 40 cm x 50
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cm, el cual se amarré en una olla grande de acero; se hizo hervir 3
litros de agua, luego se introdujo los sustratos y se dejé hervir durante
5 minutos, posteriormente se sacé del agua y se dejé escurrir en un
colador; luego el arroz y el maiz fueron esparcidos en bandejas
limpias. Los granos de cebada, sorgo y trigo, se precocinaron por 20

minutos.

Empacado

Los sustratos precocidos, fueron colocados en bolsas de
polipropileno a razon de 200 gramos por bolsa y se les agregé 10 ml
de agua destilada estéril a pH 6. Las bolsas se sellaron doblando la

apertura 3 veces y con un engrapamiento final.

Esterilizado
Las bolsas fueron esterilizadas en el autoclave a 121 °C

durante 10 minutos a 15 libras de presion por dos dias consecutivos.

3.4.2 ETAPA FERMENTATIVA
Inoculacion
Se realiz6 segln la metodologia de Berlanga & Hernandez (1997).

Las bolsas de polipropileno conteniendo 200 gramos de uno de los
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diferentes sustratos organicos, fueron inoculadas con una suspension de 5
ml de conidias a una concentracién de 10° conidias/ml, empleando una
jeringa de primer uso. Una vez inoculado se desinfectd la zona de puncion
con alcohol al 70 % y se cubrié con cinta masking tape. Finalmente se

homogenizo el indculo manualmente en la bolsa.

Incubacion

Los fermentadores constituidos por las bolsas de polipropileno con
sustrato organico mas hongo, fueron colocados en estantes acondicionados
para su cultivo (Anexo 01) a la temperatura de 27 °C con un fotoperiodo
de 14:10, durante 17 dias. El sustrato se removid0 manualmente cada tres

dias con el fin de incrementar la superficie de colonizacion y esporulacion.

3.4.3 EVALUACION DE VARIABLES
Recuento de conidias
La evaluacion de produccién de conidias (conidias/gramo de
sustrato), se realizd por el método de recuento directo, segiin Méndez et al.
(2009) y Gémez et al. (2001), en tres oportunidades; a los 7, 12 y 17 dias
de la fermentacion; para lo cual se colocd un gramo de sustrato organico
en un tubo de ensayo conteniendo 9 ml de agua destilada con Tween 80 a

una concentracién de 0,05%. Se agité fuertemente por un minuto para que
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luego se realizara diluciones seriadas hasta el factor 10* y se hiciera el
recuento de conidias a partir de estas dilucibnes en una cadmara de

Neubauer. El recuento fue expresado en conidias por gramo de sustrato.

Porcentaje de humedad

Se determind por el método gravimétrico propuesto por Carrillo
(2003), se realiz6 en cuatro oportunidades: al 1, 7, 12 y 17 dias de la etapa
fermentativa se coloc6 25 gramos de sustrato en un recipiente, este se llevo
a una estufa a 80 °C durante 48 horas hasta obtener un peso constante. El

porcentaje de humedad se obtuvo con la férmula:

M, — M;
% Humedad = ——— x 100
M, — M,

Donde:
M; = Peso del recipiente vacio
M, = Peso del recipiente + muestra himeda

M3 = Peso del recipiente + muestra seca.

Prueba de germinacion
La determinacion de la prueba de germinacion o viabilidad, se
realizé de acuerdo al procedimiento propuesto por Gomez et al. (2001), al

final de la fermentacion, primero se realiz6 una dilucion seriada hasta
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obtener el factor 10*. Luego se trasfiri6 una alicuota de 0,2 ml sobre la
superficie de una placa conteniendo agar PDA y se sembrd por extension
con un asa de Drigaslky. Las placas fueron incubadas 26 + 2 °C durante
18 horas. Posteriormente se corté una porcién de 1 cm? de agar y se colocd
sobre un portaobjeto y se llevd al microscopio e hizo el recuento de
conidias en cinco campos de cada muestra. El porcentaje se determind con

la siguiente férmula:

a

%% de Germinacion = = 100

Donde:
a: Numero de conidias germinadas

b: Ndmero de conidias sin germinar

3.5 ANALISIS ESTADISTICO
Los resultados fueron procesados estadisticamente. Se determind el
promedio, el intervalo de confianza, la desviacion estandar y el analisis de
varianza (ANOVA), con el fin de determinar diferencias significativas
entre las medias producidas por los tratamientos; asi mismo, para la
determinacion de la mejor produccion de conidias promedio por sustrato,

se aplicd la prueba de Duncan, a un nivel de confianza del 95 %.
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IV. RESULTADOS

PRODUCCION DE CONIDIAS EN LOS SUSTRATOS ORGANICOS.

CUADRO 06: Produccion de conidias de lIsaria fumosorosea sobre
diferentes sustratos organicos durante 17 dias de

fermentacién.

Produccion promedio de conidias
Tiempo de (ufc/g)
fermentacion
(dias) Arroz Trigo Maiz Sorgo Cebada
7 3,36 x10° | 1,08 x10" | 2,44x10" | 1,23x10" | 9,58 x 10°
12 579x10" | 9,69x10° | 4,08x10" | 1,58 x 10" | 1,27 x 10’
17 8,47x10° | 3,63x10% | 1,99x10° | 1,54 x 10% | 3,14 x 10°

Fuente: Datos experimentales (anexo 01).
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FIGURA 01: Curvas de produccion de conidias de Isaria fumosorosea
sobre diferentes sustratos organicos durante 17 dias de fermentacion.



En el Cuadro 06 y Figura 01 se observa que la produccién promedio de
conidias de Isaria fumosorosea, durante 17 dias de fermentacion es variable
en los cinco sustratos evaluados, las concentraciones durante la primera
evaluacion (7 dias), es similar en el arroz, trigo, maiz y sorgo a diferencia de
la cebada, donde la concentracién promedio fue la mas baja con sélo 9,58 x
10° ufc/g, a los 12 dias, estos valores se incrementan ligeramente;
obteniéndose la concentracion més alta en el arroz con 5,79 x 10’ ufc/g y la
més baja en el trigo con 9,69x 10° ufc/g, al final de los 17 dias; las
concentraciones promedios mas altas se encuentran en el arroz (8,47 x 10°

ufc/g), cebada (3,14 x 10° ufc/g) y maiz (3,63 x 10° ufc/g).
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CUADRO 07:

Produccion de conidias de Metarhizium anisoplidae sobre
diferentes sustratos organicos durante 17 dias de

fermentacién.

Produccion promedio de conidias
Tiempo de (ufc/g)
fermentacion - .
(dias) Arroz Trigo Maiz Sorgo Cebada
7 533x10" | 1,44x10" | 6,47x 10" | 1,28 x 10" | 1,63 x 10’
12 6,64 x 10° | 2,08 x10° | 7,42x10° | 1,87 x 10° | 1,22 x 10°
17 591x10° | 3,77x10° | 2,35 x 10" | 3,13 x 10° | 4,90 x 10°
Fuente: Datos experimentales (anexo 02)
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FIGURA 02: Curvas de produccion de conidias de Metarhizium

anisopliae sobre diferentes sustratos organicos durante
17 dias de fermentacion.
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En el Cuadro 07 y Figura 02, se observa que la concentracion de conidias a
los 7 dias de cultivo de Metarhizium anisopliae, sobre los diferentes
sustratos organicos son muy similares, las que se encuentran en un rango de
que va de 1,28 x 10 ufc/g en el sorgo a 5,33 x 10" ufc/g en el arroz, con una
mayor produccion en el maiz con 6,47 x 10" ufc/g, valores que se
incrementan rapidamente a los 12 dias de fermentacion, en un rango de 1,22
x 10° ufc/g en la cebada a 6,64 x 10° ufc/g obtenidas en el arroz, con una
méxima produccién en los granos de maiz chancado con 7,42 x 10° ufc/g, a
los 17 dias de evaluacion, la maxima produccion de conidias se observa en
el maiz con 2,35 x 10" ufc/g, seguido de 5,91 x 10° ufc/g en el arroz
mientras que los valores mas bajos se encuentran en el sorgo (3,13x 10°

ufc/g), trigo (3,77 x 10° ufc/g) y cebada (4,90 x 10° ufc/g).
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CUADRO 08: Produccion de conidias de Lecanicillium lecanii sobre
diferentes sustratos organicos durante 17 dias de
fermentacion.

Produccion promedio de conidias

Tiempo de (ufc/g)
fermentacion Arroz Trigo Maiz Sorgo Cebada
(dias)
7 2,77x 10" | 8,53x 10° | 1,29x 10" | 7,10x 10° | 2,50x 10’
12 4,23x 10° | 3,03x 10° | 3,27x 10" | 1,23x 10° | 4,17x 10°
17 2,66x 10° | 1,36x 10° | 4,47x 10" | 1,51x 10° | 5,38x 10°
Fuente: Datos experimentales (anexo 03).
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FIGURA 03: Curvas de produccion de conidias de Lecanicillium

lecanii sobre diferentes sustratos organicos durante 17
dias de fermentacion.
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En el Cuadro 08 y Figura 03, se observa que la produccion promedio de
conidias de Lecanicillium lecanii a los 7 dias, estuvo en un rango de 7,10 x
10° ufc/g (sorgo) a 2,77 x 10’ ufc/g (arroz); a los 12 dias, oscilando entre
3,27 x 10" ufc/g (maiz) a 4,23 x 108 ufc/g (arroz); a los 17 dias, al final de la
fermentacién, se observan las mayores concentraciones de conidias en el

arroz (2,66 x 10° ufc/g), sorgo (1,51 x 10° ufc/g) v trigo (1,36 x 10° ufc/g).
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PRODUCCION MAXIMA PROMEDIO DE CONIDIAS EN LOS DIFERENTES SUSTRATOS

ORGANICOS

CUADRO 09: Produccién maxima promedio de conidias de los hongos
entomopatdgenos en los diferentes sustratos organicos
por fermentacion en sustrato sélido.

PRODUCCION DE CONIDIAS
(ufc/g)

TRATAMIENTOS

Repeticiones Promedio
X1 X2 X3 X

T.:1. fumosorosea + arroz 9,30x10° | 8,20x10° | 7,90x10° | 8,47 x 10°
T,:1. fumosorosea + trigo 3,20x10° | 3,70 x10° | 4,00 x 10° | 3,63 x 10°
Ts:1. fumosorosea + maiz 460x10° | 500x10° | 510x10° | 1,99 x 10°
T,4:1. fumosorosea + sorgo 1,80 x10° | 2,20x10° | 2,60 x 10° | 1,54 x 10°
Ts:1. fumosorosea + cebada 6,10 x 10° | 9,00 x10° | 7,90x10° | 3,14 x10°
Te: M. anisopliae + arroz 2,45x10° | 1,50x10° | 2,70x10® | 5,91 x 10°
T,: M. anisopliae + trigo 4,20x10° | 4,00x10° | 3,10x10%® | 3,77 x10°
Tg: M. anisopliae + maiz 6,20x10° | 4,20x10° | 3,40x10° | 2,35x 10"
To: M. anisopliae + sorgo 3,00x10° 3,70x10° 2,70x10° | 3,13 x10°
T10: M. anisopliae + cebada 5,00x10° 5,40x10° 4,30x10° | 4,90 x10°
T..: L. lecanii+ arroz 3,40x10° | 6,23x10° | 1,42x10° | 2,66 x 10°
T.,: L. lecanii + trigo 3,30x10° | 2,40x10° | 550x10° | 1,36x10°
T1s: L. lecanii + maiz 7,00x 10" | 5,00x10° | 5,90x10" | 4,47 x 10’
T4 L. lecanii + sorgo 7,60x10° | 3,70x10° | 7,70x10" | 1,51 x10°
T.s: L. lecanii + cebada 563x10° | 580x10° | 4,70x10® | 5,38 x 10°

Fuente: Datos experimentales
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En el Cuadro 09 se muestran las diferentes concentraciones de conidias
promedio producidas al final de los 17 dias de fermentacion por los
diferentes hongos entomopatdgenos en cada uno de los sustratos evaluados.
Se observa que la produccion méas baja se obtiene en el tratamiento Tis,
conformado por Lecanicillium lecanii sobre el sustrato maiz, con 4,47 x 10’
ufc/g, mientras que las producciones mas altas se obtienen en los
tratamientos Tg, conformado por Metarhizium anisopliae sobre el sustrato
maiz con 2,35 x 10" ufc/g, seguido del Ti constituido por Isaria
fumosorosea sobre granos de arroz con 8,47 x 10° ufc/g y el Ts por M.
anisopliae sobre granos de arroz con 5,91 x 10° ufc/g.
CUADRO 10: Andlisis de varianza para la produccion maxima
promedio de conidias de los hongos entomopatogenos en

los diferentes sustratos organicos por fermentacion en
sustrato sdlido.

F.V. G.L. S.C C.M F. Fa=0.05)
Tratamientos | 14 | 3,69 x 10" | 2,64 x 10" 3,99 x 10°** | 2,06
Error 28 | 1,98 x 10" | 6,61 x 10°
Total 44 | 7,32 x10%

C.V.=1188% Sy=0,33

**. Altamente significativa

En el Cuadro 10, se muestran los resultados del analisis de varianza a los
promedios de produccion de conidias de los diferentes tratamientos, donde
hay diferencias altamente significativas entre ellas debido a que el Feaculado

(3,99 x 10°) es mayor a Fepuiar (2,06), a un nivel de confianza del 95%.
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CUADRO 11: Prueba de Duncan para la produccion méxima
promedio de conidias de los hongos entomopatdgenos
obtenidas sobre diferentes sustratos organicos por
fermentacion en sustrato sélido.

Tratamientos Promedios Significancia
(ufc/g) (Fa=0.05)
Ts:M. anisopliae + maiz 2,32x 10" a
T.:1. fumosorosea + arroz 8,47x 10° ab
Ts:M. anisopliae + arroz 5,91x 10° abc
Ts:1. fumosorosea + cebada 3,14x 10° abcd
T..:L. lecanii + arroz 2,56x 10° abcde
T5:1. fumosorosea + maiz 1,99x 10° abcde
T.4:L. lecanii + sorgo 1,51x 10° bcde
T1,: L. lecanii+ trigo 1,36x 10° bcde
T4:1. fumosorosea + sorgo 8,80x10° bcde
Tis:L. lecanii + cebada 5,38x10° cde
T10:M. anisopliae + cebada 4,90x10° cde
T,: M. anisopliae + trigo 3,77x108 de
T,:l. fumosorosea + trigo 3,63x10° de
To:M. anisopliae + sorgo 3,13x10® de
T1s:L. lecanii + maiz 4,47x 10’ e

En el Cuadro 11, mediante la prueba de Duncan se determind que el
tratamientoTg, presenta el mejor promedio de produccion de conidias para
Metarhizium anisopliae con 2,32 x 10 ufc/g, en segundo lugar se
encuentra el tratamiento T (I. fumosorosea + arroz) con 8,47 x 10° ufc/g, en
tercer lugar el Ts (M. anisopliae + arroz) con 5,91 x 10° ufc/g, en cuarto
lugar se observa alTs (I. fumosorosea + cebada) con 3,14 x 10° ufc/g en
quinto lugar se observan a los tratamientos T3 (L. lecanii + arroz) con 2,56
x 10° ufc/g y T3 (1. fumosorosea + maiz) con 1,99 x 10° ufc/g; en el resto de

tratamientos la produccion de conidias disminuye paulatinamente
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obteniéndose la mas baja produccion en el Ty3 (L. lecanii + maiz) con 4,47

x 10"ufc/g.

CUADRO 12: Produccion maxima promedio de conidias de lIsaria
fumosorosea sobre diferentes sustratos organicos por
fermentacion en sustrato sélido.

TRATAMIENTOS

PRODUCCION DE CONIDIAS
(ufc/g)

Repeticiones Promedio

X1 X2 X3 X
T.:1. fumosorosea + arroz 9,30x10° | 8,20 x 10° 7,90 x 10° | 8,47 x 10°
T:1. fumosorosea + trigo 320x10°| 3,70x10° | 4,00x10° | 3,63 x 10°
T,:1. fumosorosea + maiz 4,60x10°| 5,00 x 10° 5,10 x 10° | 1,99 x 10°
T,4:1. fumosorosea + sorgo 1,80 x 10° | 2,20 x 10° 2,60 x10° | 1,54 x10°
Ts:1. fumosorosea + cebada | 6,10 x 10° | 9,00 x 10° 7,90 x10° | 3,14 x 10°

Fuente: Datos experimentales

En el Cuadro 12, se observa que la mayor produccion promedio de conidias

de Isaria fumosorosea al final de la fermentacién, se da enT; conformado

por el sustrato arroz con 8,47 x 10° ufc/g, seguido de los tratamientos Tscon

3,14 x 10° ufc/g y Ts con 1,99 x 10° ufc/g; mientras que en el T4, se da la

més baja produccién con sélo 1,54x 10° ufc/g.
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CUADRO 13: Andlisis de varianza para la produccion maxima
promedio de conidias de lIsaria fumosorosea en los

diferentes sustratos
sustrato solido.

organicos por fermentacion en

F.V. G.L. S.C C.M Fc F(a=0,05)
Tratamientos 4 3394,35 848,59
Error 10 126,35 12,63 67,16** 3,47
Total 14 352,69
CV.=505% Sy = 0,265

**: Altamente significativa.

Al realizar el andlisis de varianza de

los promedios de la produccion de

conidias de lIsaria fumosorosea por fermentacion en sustrato sélido, se

muestra que hay diferencias altamente significativas entre ellas debido a que

el Featculado (67,16) €s mayor a Fepuiar (3,47) a un nivel de confianza del 95%.

CUADRO 14: Prueba de Duncan

para la produccibn méaxima

promedio de conidias de Isaria fumosorosea sobre

diferentes sustratos
fermentacion.

organicos durante 17 dias de

Tratamientos Promedios Significancia
(ufc/g) (Fa=0.05)
T;:1. fumosorosea + arroz 8,47 x 10° a
Ts:1. fumosorosea + cebada 3,14 x 10° ab
T.:1. fumosorosea + maiz 1,99 x 10° ab
T,:1. fumosorosea + trigo 3,63 x 10° bc
T.: 1. fumosorosea + sorgo 1,54x 10° c

Mediante la prueba de Duncan se

determin6 que el tratamientoT;

conformado por el sustrato arroz, presenta el mejor promedio de produccion

77




con 8,47 x 10° ufc/g, en segundo lugar se encuentran los tratamientos Ts y
Tscon 3,14 x 10 ufc/g y 1,99 x 10° ufc/g  respectivamente, mientras que
los promedios mas bajos se produjeron en los tratamientos T, (3,63 X

10%ufc/g) y T4 (1,54 x 10%ufc/g).

CUADRO 15: Produccion maxima promedio de conidias de
Metarhizium anisopliae sobre diferentes sustratos
organicos por fermentacion en sustrato solido.

PRODUCCION DE CONIDIAS
(ufc/g)
TRATAMIENTOS Repeticiones Promedio
X1 X2 X3 X

Ts:M. anisopliae + arroz 2,45x10° 1,50x10"° | 2,70x10® | 5,91 x 10°
T,:M. anisopliae + trigo 4,20x10° | 4,00x10° | 3,10x10° | 3,77 x 10°
Tg:M. anisopliae + maiz 6,20x10%° | 4,20x10° 3,40x10° | 2,35 x 10%
To:M. anisopliae + sorgo 3,00x10° | 3,70x10° | 2,70x10® | 3,13 x10°
T10:M. anisopliae + cebada | 5,00x10° 5,40x10° 4,30x10% | 4,90 x10°

Fuente: Datos experimentales

En el Cuadro 15, se observa que en el tratamiento Tg conformado por el
sustrato maiz, se produce la mayor produccion promedio de conidias de
Metarhizium anisopliae con 2,35 x 10 ufc/g, seguido del T (arroz) con
5,91 x 10° ufc/g; mientras que los promedios més bajos se obtienen en los
tratamientos T (granos de trigo) con 3,77 x 10% ufc/g y T (sorgo) con 3,13

x10® ufc/g.
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CUADRO 16: Andlisis de varianza para la produccion maxima
promedio de conidias de Metarhizium anisopliae sobre
diferentes sustratos organicos por fermentacién en

sustrato solido.

F.V. G.L. S.C C.M Fc F(a=0,05)
Tratamientos 4 68789,66 | 17197,42
Error 10 346,83 34,68 495,85* 3,47
Total 14 69136,49
CV.=559% Sy = 0,291

*: Altamentesignificativas.

El analisis de varianza a los promedios de produccion de conidias de

Metarhizium anisopliae por fermentacion en sustrato solido, indica que hay

diferencias altamente significativas entre ellas debido a que el Feaculado

(495,85) es mayor al Fapuiar (3,47), a un nivel de confianza del 95%.

CUADRO 17: Prueba de Duncan para

la produccion maxima

promedio de conidias de Metarhizium anisopliae sobre
diferentes sustratos organicos por fermentacion en

sustrato solido.

Tratamientos Promedios Significancia
(ufc/g) (Fa=0.05)
Ts:M. anisopliae + maiz 2,35 x 107 a
Te:M. anisopliae + arroz 5,91 x 10° ab
T10:M. anisopliae + cebada 4,90 x 10° bc
T,:M. anisopliae + trigo 3,77 x 10° bc
T,:M. anisopliae + sorgo 3,13 x 10° c

Mediante la prueba de Duncan se determind que el tratamiento Tg

conformado por el sustrato maiz, presenta el mejor promedio de produccion

de conidias con 2,35 x 10* ufc/g, sequido del tratamiento T (arroz) con
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5,91 x 10° ufc/g, mientras que en tercer lugar se encuentran los tratamientos
T1o (cebada) y T (trigo) con 4,90 x 10° y 3,77 x 10° ufc / g respetivamente,
a diferencia del Ty (sorgo) donde se da la menor produccién con 3,13 x 10°
ufc/g.

CUADRO 18: Produccion maxima promedio de conidias de

Lecanicillium lecanii sobre diferentes sustratos organicos
por fermentacion en sustrato solido.

PRODUCCION DE CONIDIAS
(ufc/g)
TRATAMIENTOS Repeticiones Promedio
X1 X2 X3 (X)
T..:L. lecanii+ arroz 3,40x 10° | 6,23x10°| 1,42x10°| 2,66 x10°
Ty,:L. lecanii + trigo 330x10°| 240x10°| 550x10°| 1,36x 10’
T.s:L. lecanii + maiz 7,00x 107 | 500x10°| 590x10"| 4,47 x10’
T.4:L. lecanii + sorgo 760x10°| 370x10°| 7,70x10"| 1,51x10°
T.s:L. lecanii+ cebada 563x10°| 580x10°| 4,70x10°| 5,38x10°

Fuente: Datos experimentales

En el Cuadro 18, se observa que la mayor produccion promedio de conidias
del hongo Lecanicillium lecanii, se dan en los tratamiento Ti; (arroz) con
2,66 x 10° ufc/g; T, (sorgo) con 1,51 x 10° ufc/g y Ty, (trigo) con 1,36 x 10°
ufc/g; mientras que en el Ty (maiz) se observa la mas baja produccion con

solo 4,47 x 10’ufc/g.
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CUADRO 19: Anélisis de varianza para la produccion méxima
promedio de conidias de Lecanicillium lecanii sobre
diferentes sustratos organicos por fermentacién en
sustrato solido.

F.V. G.L. S.C C.M Fc F(a=0,05)
Tratamiento 4 233682,42 | 58420,60
Error 10 5394,98 539,50 | 108,29** 3,47
Total 14 239077,40
CV.=711% Sy =0,35

**: Altamente significativa.
Al realizar el anélisis de varianza de los promedios de la produccion de
conidias del hongo Lecanicillium lecanii, se muestra que hay diferencias
altamente significativas entre ellas debido a que el Feaculago (108,29) es

mayor al Feapuiar (3,47) a un nivel de confianza del 95%.

CUADRO 20: Prueba de Duncan para la produccion maxima promedio
de conidias de Lecanicillium lecanii sobre diferentes
sustratos organicos por fermentacion en sustrato sélido.

Tratamientos Promedios Significancia
(ufc/g)) (Fu=0,05)
T.u:L. lecanii + arroz 2,66 x 10° a
Tw:L. lecanii + sorgo 1,51 x 10° ab
T1.:L. lecanii + trigo 1,36 x 10° ab
Ts:L. lecanii + cebada 5,38 x 10° abc
T.5:L. lecanii + maiz 4,47 x 10’ bc

81



Mediante la prueba de Duncan se determiné que la mejor produccion
promedio de conidias de Lecanicillium lecanii, se da en el tratamiento Ty;
(arroz) con 2,66 x 10° ufc/g, en segundo lugar se encuentran los tratamiento
Tu4 (s0rgo) con 1,51 x 10° ufc/g y Ti2 (trigo) con 1,36 x 10° ufc/g, en tercer
lugar el T* (cebada) con 5,38 x 10% ufc/g mientras que el promedio més

bajo se observa en el T (maiz) con 4,47 x 10’ ufc/g.
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C. PORCENTAJE DE HUMEDAD EN LOS DIFERENTES SUSTRATOS ORGANICOS EN

FERMENTACION.

CUADRO 21: Porcentaje de humedad de los sustratos organicos
durante la produccién de conidias de Isaria fumosorosea
durante 17 dias de fermentacion.

Porcentaje de humedad
Tiempo de (%)
fermentacion [ Arroz Trigo Maiz | Sorgo | Cebada
(dias)
1 73,47 69,51 75,12 67,60 68,25
7 70,74 64,54 73,20 66,08 63,42
12 68,60 61,12 72,46 60,70 65,33
17 58,21 49,11 64,17 54,74 56,23

Fuente: Datos experimentales (anexo 04).
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FIGURA 04: Curvas del porcentaje de humedad de los sustratos
organicos durante la produccion de conidias de Isaria

fumosorosea durante 17 dias de fermentacion.
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En el Cuadro 21 y Figura 04, se observa que el porcentaje de humedad
inicial de los diferentes sustratos organicos inoculadas con Isaria
fumosorosea, varia de 67,60% a 7512% en el sorgo y maiz
respectivamente, a los 7 dias el porcentaje se reduce ligeramente en los
diferentes sustratos, con valores que van de 63,42% (cebada) a 73,20% en
el maiz; a los 12 dias, la humedad se mantiene entre 61,12% (trigo) a
72,46% en el maiz; pero a los 17 dias, la humedad desciende en todos los
sustratos presentando el valor mas bajo el trigo con 49,11%, seguido del

sorgo (54,74%), cebada (56,23%), arroz (58,21%) y maiz (64,17%).
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CUADRO 22: Porcentaje de humedad de los sustratos organicos
durante la produccion de conidias de Metarhizium
anisopliae durante 17 dias de fermentacion.

Porcentaje de humedad
Tiempo de (%)
fermentacion ™ Arro; Trigo Maiz Sorgo | Cebada
(dias)
1 73,47 69,51 75,12 67,60 68,25
7 72,42 65,32 74,23 66,52 66,22
12 68,05 66,71 70,32 64,91 64,12
17 51,42 56,41 52,31 51,36 50,07

Fuente: Datos experimentales (anexo 05).
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FIGURA 05: Curvas del porcentaje de humedad de los sustratos
durante la produccion de conidias de Metarhizium
anisopliae durante 17 dias de fermentacion.

85



En el Cuadro 22 y Figura 05, se observa que el porcentaje de humedad
inicial de los diferentes sustratos orgénicos inoculadas con Metarhizium
anisopliae, desciende ligeramente a los 7 dias de evaluacion, valores que se
encuentran entre 66,22% (cebada) a 74,23% (maiz); a los 12 dias, la
humedad oscila entre 64,12% (cebada) a 70,32% (maiz); a los 17 dias, el
porcentaje de humedad desciende en todos los sustratos, presentando el
valor mas bajo la cebada con 50,07%, seguidos del sorgo (51,36%), arroz

(51,42%), maiz (52,31%) y trigo (56,41%).
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CUADRO 23: Porcentaje de humedad de los sustratos organicos
durante la produccién de conidias de Lecanicillium
lecanii durante 17 dias de fermentacion.

Porcentaje de humedad
Tiempo de (%)
fermentacion | Arroz Trigo Maiz Sorgo | Cebada
(dias)
1 73,47 69,51 75,12 67,60 68,25
7 71,10 64,50 73,81 66,60 66,60
12 68,74 65,33 68,75 64,25 60,45
17 53,54 49,21 52,47 50,51 58,23

Fuente: Datos experimentales (anexo 06).
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FIGURA 06: Curvas del porcentaje de humedad de los sustratos
organicos durante la produccién de conidias de
Lecanicillium lecanii durante 17 dias de fermentacion.
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En el Cuadro 23 y Figura 06, se observa que el porcentaje de humedad
inicial de los diferentes sustratos organicos inoculadas con Lecanicillium
lecanii, desciende ligeramente a los 7 dias de evaluacion, similar a los otros
hongos entomopatdgenos, valores que se encuentran entre 66,60% (cebada y
sorgo) a 73,81% (arroz); asi mismo a los 12 dias, la humedad en los
sustratos baja entre 60,45% (cebada) a 68,75% (maiz); mientras que a los 17
dias, el porcentaje de humedad desciende en todos los sustratos presentando
el valor mas bajo el trigo con 49,21%, seguidos del sorgo (50,51%), maiz

(52,47%), arroz (53,54%) y cebada (58,23%).
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D. COEFICIENTE DE CORRELACION DE PEARSON ENTRE PRODUCCION DE CONIDIAS Y
PORCENTAJE DE HUMEDAD EN LOS DIFERENTES SUSTRATOS ORGANICOS.

CUADRO 24: Coeficiente de correlacién de

Pearson entre Ila

produccion de conidias de Isaria fumosorosea y el
porcentaje de humedad de los sustratos organicos.

Sustrato Tiempo de Produccién Porcentaje | Coeficiente
organico | fermentacion de conidias | de humedad de
(dias) (ufc/g) (%) Pearson
(n
Arroz 7 3,40 x 10’ 70,74 -0,99
12 7,73 x 10° 68,6
17 8,47 x 10° 58,21
Trigo 7 1,10 x 10’ 70,74 -0,98
12 1,00 x 10° 68,6
17 3,63 x 10° 58,21
Maiz 7 2,47 x 10’ 70,74 1
12 5,37 x 10° 68,6
17 1,99 x 10° 58,21
Sorgo 7 1,23 x 10’ 70,74 -0,89
12 7,73 x 10° 68,6
17 1,54 x 10° 58,21
Cebada 7 9,67 x 10° 70,74 -0,98
12 7,73 x 10° 68,6
17 3,14 x 10° 58,21

Fuente: Datos experimentales.
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FIGURA 07: Curvas del coeficiente de correlacion de Pearson entre la
produccién de conidias de Isaria fumosorosea y el
porcentaje de humedad de los sustratos organicos.

En el Cuadro 24 y Figura 07, se observa que los coeficientes de correlacion

de Pearson entre la produccion de conidias de Isaria fumosorosea y el

porcentaje de humedad de los sustratos organicos, estan relacionadas de
manera inversa, a medida que se secan los sustratos, la produccion de

conidias se incrementa, esta relacion es mas lineal con los sustratos maiz (r:

-1), arroz (r: -0,99) y cebada (r: -0,98).
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CUADRO 25: Coeficiente de correlacién de

Pearson entre Ila

produccion de conidias de Metarhizium anisopliae vy el
porcentaje de humedad de los sustratos organicos.

Sustrato Tiempo de Produccién Porcentaje | Coeficiente
organico | fermentacién | de conidias | de humedad de
(dias) (ufc/g) (%) Pearson
(n
Arroz 7 1,93 x 10° 72,42 -1
12 9,67 x 10° 68,05
17 5,91 x 10° 51,42
Trigo 7 1,47 x 10’ 65,32 -0,77
12 2,80 x 10° 66,71
17 3,77 x 10° 56,41
Maiz 7 3,09 x 10° 74,23 -0,99
12 4,21 x 10° 70,32
17 2,35 x 10™° 52,31
Sorgo 7 5,20 x 10’ 66,52 -0,87
12 1,87 x 10° 64,91
17 1,21 x 10° 51,36
Cebada 7 3,13 x10° 66,22 -1
12 3,50 x 10° 64,12
17 4,90 x10° 50,07

Fuente: Datos experimentales.

91




::f 101
;E 10" =]
% w | -
= 4
S mgf r:- 0,87,
107 r:- 099
r:-0.77
10°
45 SII] 5I5 ﬁl 0 ﬁl 5 T"Il] T"IS Ell]
Humedad (%)

=== ARROL =g=TRIGOD =—==MAIZ ¢+ 350RG0 —e—CEBADA

FIGURA 08: Curvas del coeficiente de correlacion de Pearson entre la
produccién de conidias de Metarhizium anisopliae y el
porcentaje de humedad de los sustratos organicos.

En el Cuadro 25 y Figura 08, se observa que los coeficientes de correlacion

de Pearson entre la produccion de conidias de Metarhizium anisopliae y el

porcentaje de humedad, estan relacionadas de manera inversa, esta relacion

es mas lineal con los sustratos arroz (r: -1), cebada (r: -1) y maiz (r: -0,99),

mientras que es menor en el sorgo (r: -0,87) y trigo (r: -0,77).
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CUADRO 26: Coeficiente de correlacién de

Pearson entre Ila

produccion de conidias de Lecanicillium lecanii y el
porcentaje de humedad de los sustratos organicos.

Sustrato Tiempo de Produccién Porcentaje | Coeficiente
organico | fermentacion | de conidias | de humedad de
(dias) (ufc/g) (%) Pearson
()
Arroz 7 1,09 x 10’ 71,10 -0,86
12 4,23 x 10° 68,74
17 2,66 x 10° 53,54
Trigo 7 1,63 x 10’ 64,50 -0,94
12 3,03 x 10° 65,33
17 1,36 x 10° 49,21
Maiz 7 1,83 x 10’ 73,81 -0,99
12 3,27 x 10° 68,75
17 5,80 x 10° 52,47
Sorgo 7 1,10 x 10’ 66,60 -0,89
12 1,23 x 10° 64,25
17 1,51 x 10° 50,51
Cebada 7 2,50 x 10’ 66,60 -0,99
12 4,17 x 10° 60,45
17 5,38 x 10° 58,23

Fuente: Datos experimentales.
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FIGURA 09: Curvas del coeficiente de correlacion de Pearson entre la
produccion de conidias de Lecanicillium lecanii y el
porcentaje de humedad de los sustratos organicos.

En el Cuadro 26 y la Figura 09, se observa que los coeficientes de

correlacién de Pearson entre la produccion de conidias de Lecanicillium

lecanii y el porcentaje de humedad de los sustratos, estan relacionados de
manera inversamente lineal, esta relacion es mas lineal con los sustratos

maiz (r: -0,99) y cebada (r: -0,99) y menor en trigo(r: -0,94), sorgo (r: -

0,89) y arroz (r: - 0,86).
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E.

PORCENTAJE DE GERMINACION DE LAS CONIDIAS OBTENIDAS EN LOS DIFERENTES
SUSTRATOS ORGANICOS.

CUADRO 27: Porcentaje de germinacion de las conidias de los hongos
entomopatdgenos producidos en diferentes sustratos
organicos por fermentacion en sustrato sélido.

PORCENTAJE DE GERMINACION
TRATAMIENTOS (%)
Repeticiones Promedio

X1 X2 X3 X
T1:1. fumosorosea + arroz 96,72 98,08 95,95 96,91
T,:1. fumosorosea + trigo 96,15 93,55 94,64 94,78
Ts:1. fumosorosea + maiz 90,57 91,04 94,44 92,02
T,:1. fumosorosea + sorgo 90,00 93,85 89,83 91,23
Ts:1. fumosorosea + cebada 94,12 93,33 91,94 93,13
Te: M. anisopliae + arroz 93,44 92,06 96,23 93,91
T,: M. anisopliae + trigo 92,98 96,49 95,08 94,85
Tg: M. anisopliae + maiz 95,08 95,38 93,75 94,74
To: M. anisopliae + sorgo 91,67 92,19 92,59 92,15
T1o: M. anisopliae + cebada 91,53 91,43 91,38 91,44
Ti: L. lecanii+ arroz 98,25 93,94 98,00 96,73
T1,: L. lecanii + trigo 94,64 95,08 96,15 95,29
Tis: L. lecanii + maiz 89,66 89,83 93,33 90,94
Tus: L. lecanii + sorgo 91,04 93,65 94,92 93,20
Tis: L. lecanii + cebada 92,45 94,12 88,14 91,57

Fuente: Datos experimentales
El Cuadro 27, se observa los porcentajes de germinacion de las conidias de
los diferentes hongos entomopatdgenos producidos en los diferentes
sustratos organicos, donde los porcentajes mas altos proceden de los
tratamientos T (I. fumosorosea + arroz) con 96,91%, seguido del T (L.
lecanii + arroz) con 96,73%, a diferencia del tratamientos T3 (L. lecanii +

maiz) que presenta el mas bajo porcentaje de germinacion con 91,57%.
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CUADRO 28: Anélisis de varianza para el porcentaje de germinacion
de las conidias producidas sobre diferentes sustratos
organicospor fermentacion en sustrato sélido.

F.V. G.L. S.C C.M Fc F(a=0,05)
Tratamientos 14 163,17 11,66 3,76* 2,04
Error 28 93,01 3,10
Total 44 256,18

CV.=3,65% Sy=1,01

*: Ligeramente significativa.

Al realizar el analisis de varianza de los porcentajes de germinacion de las
conidias de los hongos entomopatdgenos procedentes de los diferentes
tratamientos, se muestra que hay diferencias ligeramente significativas entre
ellas, debido a que el Feacutado (3,76) s mayor al Fiapuiar(2,04) a un nivel de

confianza del 95%.
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CUADRO 29: Prueba de Duncan para el porcentaje de germinacion de
las conidias de los hongos entomopatdgenos producidas
en diferentes sustratos organicos por fermentacion en
sustrato solido.

Tratamientos Porcentaje ple Significancia
Germinacion (Fuco0s)
(%) a=0,05
T,:1. fumosorosea + arroz 96,91 a
T..:L. lecanii + arroz 96,73 ab
T1,: L. lecanii+ trigo 95,29 abc
T,: M. anisopliae + trigo 94,85 abcd
T,:1. fumosorosea + trigo 94,78 abcde
Tg:M. anisopliae + maiz 94,74 abcde
Ts:M. anisopliae + arroz 93,91 abcde
T14:L. lecanii + sorgo 93,20 bcde
Ts:1. fumosorosea + cebada 93,13 cde
To:M. anisopliae + sorgo 92,15 de
Ts:1. fumosorosea + maiz 92,02 de
Tis:L. lecanii + cebada 91,57 de
T10:M. anisopliae + cebada 91,44 e
T,:1. fumosorosea + sorgo 91,23 e
Tis:L. lecanii + maiz 90,94 e

Fuente: Datos experimentales
En el cuadro 29, se determind mediante la prueba de Duncan, que el mejor
porcentaje de germinacién de conidias proceden del tratamiento T (I.
fumosorosea + arroz) con 96,91%, en segundo lugar se encuentra el Ty (L.
lecanii + arroz) con 96,73%, en tercer lugar T, (L. lecanii+ trigo) mientras
que los tratamientos Tip (M. anisopliae + cebada) T, (I. fumosorosea +
sorgo) y Tis (L. lecanii + maiz), obtienen los promedios méas bajos con

91,44%, 91,2% y 90,94% respectivamente.
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V. DISCUSION

Los bioinsecticidas han sido definidos como el uso de organismos vivos
para el control de plagas entre los que se encuentran los baculovirus, bacterias,
hongos, nematodos y protozoarios (Assaf et al., 2006; Cannon, 2001), los hongos
entomopatogenos, tienen la gran ventaja de sobrevivir como saprofitos, despues
de causar la muerte de los insectos considerados plagas en un determinado medio
ambiente, donde utilizan como fuente de carbono diferentes compuestos organicos
con alto contenido de glucanos, heteroglucanos, proteinas y en menor proporcion
lipidos, caracteristica que les permiten ser utilizados en procesos industriales para
ser masificados sobre diferentes sustratos organicos (Caro et al., 2005; Monzon et

al., 2001; Carrillo, 2003).

De acuerdo a Caro et al. (2005) y Espinel et al.(2008), la seleccion del
bioinsecticida, depende de diversos factores como su mecanismo de accion,
aspectos econémicos, su forma de aplicacion y el método de produccion, la cual
se realiza principalmente por fermentaciones en medios sélidos y en menor
proporcion en medios liquidos aungue el cultivo bifasico es una alternativa
emergente en los ultimos afios (Assaf et al., 2006; Cajilma, 2009), en la
investigacion se utilizo la fermentacion en sustrato sélido, por ser una técnica in

vitro mas adecuada y econémica.



Segin Monzon et al. (2001) y Caro et al. (2005), en la produccién
comercial y artesanal se utilizan como sustrato granos de cereales y leguminosas,
esto es corroborado por Assaf et al. (2006) y Elias (2002); quienes a su vez
indican que el arroz molido, arroz entero, cascara de arroz, coco, sorgo y maiz son
los sustratos utilizados en las fermentaciones sélidas, siendo el mas empleado el
arroz entero, aunque este en algunas ocasiones es muy caro 0 escaso; razén por la
cual es importante buscar nuevos sustratos en cada region y estandarizar sus
métodos de produccion. Este es uno de los motivos “por el que en el presente
trabajo de investigacion se evalud la produccién de conidias de los hongos
entomopatogenos Metarhizium anisopliae, Isaria fumosorosea y Lecanicillium
lecanii, sobre granos de sorgo, trigo, maiz chancado y cebada, bajo condiciones de
laboratorio con una temperatura promedio de 26 + 2°C, humedad relativa del 75%
y un fotoperiodo de 14/10 horas luz, con el fin de determinar la mejor produccién
de conidias por gramo de sustrato y asi contribuir con un conocimiento alternativo
sobre el empleo de un sustrato organico para la masificacion comercial y artesanal
de hongos biocontroladores que a su vez conlleva a que sean menores los costos
de produccion para ser distribuidos a los agricultores a precios comodos para el

control de los insectos plaga.

La seleccion de los sustratos se realizé tomando en cuenta su abundancia y

precio en los mercados locales, al menos durante los meses de Febrero a Junio del
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2012, tiempo donde se ejecutd la investigacion, y de acuerdo a lo estipulado por
Barajas et al. (2010), quienes manifiestan que la seleccion del sustrato depende de
muchos factores, siendo los mas importantes la disponibilidad local, los costos y

la preferencia del hongo a cultivar.

Para Elosegui (2006) y Monzon et al. (2001), el sustrato utilizado en la
produccion de bioinsecticidas, es el principal punto critico para el éxito del
proceso fermentativo y debe tomarse en cuenta el tamafo, la forma, relacion
superficie - masa, porosidad y la capacidad de adsorcion de agua de los sustratos

utilizados.

La preferencia del hongo al sustrato, depende de la capacidad enzimatica
de los hongos entomopatdgenos y la composicién de nutrientes asimilables
presentes en los granos utilizados (Enriquez, 2008; Barajas et al. 2010). Esto pudo
influir, en parte, sobre los resultados obtenidos debido a que se observaron
variaciones en la produccion de conidias (Cuadro 06-20) y en el porcentaje de
germinacion de las conidias (Cuadro 27-29) de cada uno de los hongos evaluados

sobre los diferentes sustratos organicos bajo las mismas condiciones de cultivo.

Debido a la importancia de los hongos entomopatégenos como agentes

biocontroladores de plagas agricolas, en la actualidad se buscan nuevos métodos
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de produccion como los cultivos bifasicos, para incrementar la produccion de
conidias y esporas, pero la fermentacion en sustrato solido, sigue siendo la técnica
mas utilizada,que utiliza diferentes sustratos organicos, por esa razon en diferentes
paises se viene buscando nuevos sustratos como los subproductos agricolas con
altos contenidos celuldsicos con el fin de reemplazar el arroz y el trigo, los cuales
actualmente son limitantes por su altos costos, y una alternativa seria el maiz para
la masificacion de Metarhizium anisopliae, donde se encontraron valores
superiores al arroz, ademas al ser barato a minoraria los costos de produccion, por
otro lado los sustratos con baja produccion de conidias podrian ser reevaluados

suplementandolas y para ser empleadas en los procesos de masificacion.

El hongo Isaria fumosorosea, presenta una produccion de conidias
ascendente, homogénea y constante en los granos de arroz, maiz y cebada, sin
embargo al final de la fermentacion, la produccion de conidias en los granos de
arroz es ligeramente superior con 8,47 x 10° ufc/g, comparada con los producidos
por este hongo en los granos de maiz chancado y cebada que obtienen valores de
1,99 x 10° ufc/g y 3,14 x 10° ufc/g respectivamente; a diferencia de la produccién
de conidias sobre los granos de trigo y sorgo, donde la produccion es irregular y
con menor nimero de conidias, como se puede observar en el trigo que a los siete
dias presenta una produccion promedio de 1,08 x 10’ ufc/g, pero a los 12 dfas,

estos valores bajan a 9,69 x 10° ufc/g, obteniendo al final de la fermentacién sélo
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3,63x 108 ufc/g, mientras que el los granos de sorgo la produccién se mantiene
casi constante hasta los 12 dias con una produccién promedio de 1,23 x10” ufc/g a
1,58 x 10" ufc/g, incrementandose ligeramente al final de la de la fermentacion
con 1,54x 10° ufc/g. Esto indica que 1. fumosorosea, tiene poca preferencia por los

granos trigo y sorgo bajo las condiciones de cultivo empleadas (Cuadro 06).

La produccion de conidias de Metarhizium anisopliae, desde el inicio
hasta el final del proceso es homogénea y ascendente sobre los granos de arroz y
maiz chancado, alcanzando réapidamente valores de 5,33 x 10 ufc/g (arroz) y 6,47
x 10" ufc/g (maiz) a los siete dias de cultivo, ligeramente superiores a los
obtenidos por L.lecanii e I. fumosorosea, a los 12 dias se siguen incrementando
hasta 6,64 x 10° ufc/g (arroz) y 7,42 x 10° ufc/g (maiz), similares a los obtenidos
por Isaria fumosorosea en los granos de arroz (8,47 x 10° ufc/g) y superiores en
el maiz (1,99 x 10° ufc/g) obtenido a 17 dias de fermentacion. Al final de la etapa
fermentativa Metarhizium anisopliae, produjo mas conidias sobre los granos
chancados de maiz (2,35 x 10*° ufc/g) que en el arroz (5,91 x 10° ufc/g). Mientras
que la produccion de conidias en los granos de trigo, sorgo y cebada durante el

tiempo de fermentacién fue baja. (Cuadro 07)

La produccién de conidias de Lecanicillium lecanii, es homogénea y

ascendente en los granos de arroz, trigo y sorgo durante todo el proceso
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fermentativo, alcanzando la maxima produccion de conidias en los granos de
arroz con 2,66 x 10° ufc/g, que demuestra la preferencia del hongo por el sustrato
y corrobora la utilizacién de los granos de arroz como sustrato base para la
masificacion de este entomopatdgeno, mientras que en los granos de cebada y
maiz la produccion es baja, en los granos de cebada la produccion se incrementa
ligeramente de 2,50 x 10" ufc/g a 5,38 x 10% ufc/g, pero en el maiz chancado se
mantiene casi constante entre 1,29 x 10’ ufc/g a 4,47 x 10’ ufc/g durante los 17
dias de fermentacion (Cuadro 08). Estos valores estan por debajo de los obtenidos
por los otros hongos en el maiz, comportamiento que pudo deberse a muchos
factores asociados a las condiciones de cultivo o generadas por el sustrato.
Cajilma (2009); Leucona (1996) y Tanada & Kaya (1993), manifiestan que la
temperatura y la humedad de cultivo, son dos factores de gran importancia en la
produccién de conidias asi como la velocidad de germinacion de los hongos

entomopatdgenos.

Para Bernard et al. (1992), la temperatura es la variable critica en la
fermentacion de estado sélida, dificil de controlar, debido a la alta concentracion
de sustrato por unidad de volumen y a la baja conductividad térmica del sistema
heterogéneo, lo que favorece la acumulacién de calor metabdlico en el sistema e

incrementa la temperatura del cultivo que tiene un efecto negativo en la
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produccion de conidias dentro de las bolsas, debido a que los diferentes hongos

tiene un rango determinado de temperatura.

Aungue a nivel de laboratorio se tratd de regular la temperatura, mediante
el movimiento del sustrato, ventilacién y controlando la iluminacion de los
anaqueles, esta variable pudo en parte ser responsable de la irregular dinamica de
produccién de conidias de los hongos entomopatogenos sobre los diferentes
sustratos, especialmente a Lecanicillium lecanii, segun los reportes de Barranco
(2004), este hongo disminuye su crecimiento si se encuentra a temperaturas
mayores de 22°C y reduce su crecimiento y germinacion hasta un 80% si la
temperatura se incrementa a 28°C, lo cual es corroborado por Elosegui (2006) y
Barbara & Clewes (2003), quienes manifiestan que es un hongo muy sensible al
cambio de temperatura y decae notablemente pasando el umbral de los 22° C. Por
el contrario la produccion de conidias de Isaria fumosorosea y Metarhizium
anisopliae sobre los diferentes sustratos es ascendente y superior a L. lecanii, por
que pueden desarrollar a temperaturas generalmente mayores dentro del rango de

23 a 29° C (Arzumanov et al., 2005; Agamez et al., 2008).

Otro de los factores que pudo influenciar la produccion de conidias

durante el experimento, es la humedad del sustrato, segin Magara et al.(2004), el

bajo porcentaje de humedad de los sustratos puede inducir la conidiacion irregular
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y un exceso de humedad la disminucion de oxigeno disponible por la saturacion
de los espacios en el sustrato, la humedad inicial de los diferentes sustratos estuvo
en un rango de 68,25% a 75,12%, valores considerados aceptables dentro del
rango de 45 a 80% establecido por Carrillo (2003) para las fermentaciones

solidas.

Al comparar las producciones maximas de conidias producidas por los
diferentes hongos entomopatdgenos sobre los sustratos arroz, sorgo, cebada, trigo
y maiz chancado al final de los 17 dias de fermentacion, se encontraron
diferencias altamente significativas entre los tratamientos, destacando el Tg, que
presenta el mejor promedio de produccion de conidias de Metarhizium anisopliae
con 2,32 x 10% ufc/g sobre los granos de maiz chancado, en segundo lugar se
encuentra el tratamiento T;, con una produccion de conidias de Isaria
fumosorosea de 8,47 x 10° ufc/g sobre los granos de arroz y en tercer lugar el Tg
con 5,91 x 10° ufc/g al cultivar Metarhizium anisopliae sobre granos de arroz, en
el resto de tratamientos la produccion de conidias disminuye paulatinamente
obteniéndose la més baja produccion en el tratamiento T3 con 4,47 x 10 ufc/g al

cultivar Lecanicillium lecanii sobre el maiz chancado (Cuadro 09).

Los analisis individuales realizados a Isaria fumosorosea, Metarhizium

anisopliae y Lecanicillium lecanii sobre los diferentes sustratos, muestran
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diferencias de produccion entre los tratamientos, es asi que al evaluar la
produccion de conidias de Isaria fumosorosea, se determind mediante el analisis
de varianza que existen diferencias altamente significativas en la produccion de
conidias sobre los diferentes sustratos y al realizar la prueba de Duncan, se
comprobd que Isaria fumosorosea, presenta la mayor produccién de conidias en el
tratamiento Ty, conformado por el sustrato arroz con 8,47 x 10° ufc/g, sequido de
los tratamientos Ts constituido por los granos de cebada con 3,14 x 10° ufc/g y Ts
con 1,99 x 10° ufc/g en el maiz, mientras que la produccién més baja se obtuvo en
el tratamiento T, con s6lo 1,54x 10%ufc/g en el sorgo, resultados que demuestran

la preferencia de este hongo por el arroz.

Los valores obtenidos en nuestro experimento son superiores a los
reportados por Carret al. (2003), al evaluar la produccion de conidias de Isaria
fumosorosea, en diferentes presentaciones de arroz, quienes encontraron una
mayor produccién en el arroz pelado con 9,10 x 10® ufc/g, mientras que en el arroz
con cascara 8,50 x 10° ufc/g, valores que se encuentran por debajo de 8,47 x 10°
ufc/g, obtenidos en el experimento y segun Vidal et al. (2000), esta variacion
puede deberse a la disponibilidad de nutrientes en sustrato y capacidad de
asimilacion por la cepa empleada, lo cual también es corroborado por Mitchell et
al.(2002), quienes indican que para un buen rendimiento se debe seleccionar una

determinada cepa adecuada para cada metodologia de masificacion.
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Si bien es cierto, durante el experimento Isaria fumosorosea, presenta la mayor
produccion en los granos de arroz, los otros sustratos no deberian ser descartados
porque segin Herrera et al. (1999) y Carret al. (2003) estos deberian ser
suplementados con melaza, extracto de la levadura Torula o realizar un preparado

mixto, para incrementar la concentracion de conidias.

Los reportes de Kassa et al. (2008), indican que Metarhizium anisopliae,
es una de las especies de hongos entomopatogenos con las que mas se ha
trabajado en todo el mundo en relacion con su produccion sobre diferentes
sustratos de origen vegetal, como papa, trigo, soya, arroz y salvado de trigo y se la

esta evaluando sobre diferentes residuos celulésicos.

Los resultados obtenidos al evaluar la produccién de conidias de
Metarhizium anisopliae en los diferentes sustratos carbonados bajo condiciones
de laboratorio durante 17 dias de fermentacion, indican que existen diferencias
altamente significativas entre los promedios de produccion a nivel de los
tratamientos (Cuadro 11), y al realizar la prueba de Duncan, se determind que la
produccién més alta se obtuvo en el tratamiento Tg con 2,35 x 10*° ufc/g sobre el
maiz chancado, seguido del tratamiento Ty con 5,91 x 10° ufc/g al cultivarlo sobre
granos de arroz, mientras que la produccién mas baja se obtuvo en el T4 con solo

3,13 x 108 ufc/g sobre los granos de sorgo.
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El mismo comportamiento fue observado por Rodriguez (2000), al cultivar
en botellas de vidrio a Metarhizium anisopliae sobre maiz amarillo chancado,
donde obtuvo una produccion promedio de 2,14 x 10™ ufc/g, superior a 2,35 x
10" ufc/g obtenido al utilizar maiz hibrido precocido, mientras que en los granos
de arroz obtuvo 3,64 x 10" ufc/g superiores a 5,91 x 10° ufc/g obtenidos en el
experimento, lo cual evidencia que el maiz es una de las alternativas mas cercana
para reemplazar los granos de arroz para el cultivo de este hongo ademas que su

precio es mas economico.

Nelson et al.(1996), al comparar la produccion de conidias de Metarhizium
anisopliae, sobre granos de arroz suplementado con glucosa y extracto de
levadura cultivados a 23 °C durante 21 dias, obtuvo 1,42 x 10° ufc/g, valor muy
cercano a 5,91 x 10° ufc/g obtenido en el experimento, donde se utilizé arroz
precocido sin suplementos pero cultivados a 26°C durante 17 dias de
fermentacion, variacion que pudo deberse a la temperatura y calidad del sustrato
(Agamez et al., 2008). Asi mismo, Sandoval et al. (2007), determinaron que la
produccién de conidias de M. aniosopliae se incrementa en los granos de arroz
precocido con una humedad superior al 50% en el rango de 9,4 x 10° a 3,8 x 10°

ufc/g.
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Arzumanov et al. (2005), manifiestan que el contenido de humedad del
sustrato afecta sensiblemente el proceso de esporulacion de M. anisopliae durante
el cultivo, siendo el 6ptimo entre 57 y 58%, al inicio del experimento todos los
sustratos fueron hidratados obteniéndose un rango de humedad promedio de 67,60
a 75,12 %, valores por encima de lo establecido pero al final de la fermentacion
estos se reducen entre 50,07 a 56,41%, que coinciden con la maxima produccion
de M. anisopliae, en los granos de maiz con 2,35 x 10*° ufc/g y una humedad de

52,31%.

De acuerdo a Rangel et al. (2008) y Desphande et al.(2003), el irregular
crecimiento micelial y baja produccion de conidias en los sustratos cebada, sorgo
y trigo pudieron deberse al estrés hidrico y osmético, que tienen un marcado
efecto sobre la germinacidn, crecimiento, virulencia, caracteristicas de la

superficie de las conidias y otras propiedades de M. anisopliae

Al evaluar la produccion promedio de conidias de Lecanicillium lecanii,
sobre los diferentes sustratos, se determind que este hongo entomopatdgeno
presenta la més alta produccién en el tratamientoT1; con 2,66 x 10° ufc/g sobre los
granos de arroz, seguido en segundo lugar por los tratamientos T3, con 1,51 x 10°

ufc/g en el trigo y Ts con 1,36 x 10° ufc/g sobre los granos de cebada, mientras
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que la produccion mas baja se obtuvo en el maiz chancado precocido con 4,47 X

10" ufc/g (Cuadro 20).

A pesar de que Lecanicillium lecanii, obtiene la mayor produccion de
conidias sobre los granos de arroz con 2,66 x 10° ufc/g, es bajo en comparacién
con los producidos por los otros hongos en el mismo sustrato. De acuerdo a
Cortez (2007), la baja produccion de conidias de L. lecanii pudo deberse a la alta
compactacion que ejerce el hongo sobre el arroz como medio, lo que evita que
exista aireacion interna yconsecuentemente, se reduzca la produccion de conidias,
lo cual también es mencionado por Madrigal et al. (2003), quienes demostraron
que el hongo L. lecanii produce mayor cantidadde conidias cuando se cultiva en
sustratos que le permiten mayor aireacion. Segun Barranco (2004), la temperatura
de 26°C empleada en el cuarto de cultivo influyd negativamente durante la
produccién de conidias, porque las conidias de L. lecanii requieren para germinar
temperaturas entre los 20 y 25°C y un crecimiento 6ptimo se logra entre 23 y
24°C, por tanto la germinacion y el crecimiento disminuye excesivamente arriba

de los 25°C.
Otro factor importante que pudo influir durante la produccion de conidias
de L. lecanii sobre los diferentes sustratos, pudo ser la cepa empleada, como lo

demuestra Cortez (2007), quien encontro diferencias importantes en la produccion
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de conidias de 15 cepas poliespéricas y monospdricas de este hongo en granos de
arroz, asimismo Berlanga (1998) y Bernard & Janes (2009), indican que los
cultivos viejos producen bajos rendimientos y pierde ciertas caracteristicas
patogénicas, por lo que se recomienda reactivarla en el insecto hospedante, esta
variable no pudo afectar los bajos rendimientos en los sustratos por que se trabajo

con cultivos jovenes y reactivados en medios selectivos.

En el Cuadro 21, se observa que el porcentaje de humedad inicial de los
diferentes sustratos organicos inoculadas con Isaria fumosorosea, a los 7 dias se
reduce ligeramente en los diferentes sustratos, con valores que van de 63,42%
(cebada) a 73,20% en el maiz, a los 12 dias, la humedad se mantiene entre
61,12% (trigo) a 72,46% en el maiz, pero a los 17 dias, la humedad desciende en
todos los sustratos presentando el valor mas bajo el trigo con 49,11%, seguidos

del sorgo (54,74%), cebada (56,23%), arroz (58,21%) y maiz (64,17%).

Mientras que en las bolsas inoculadas con Metarhizium anisopliae, la
humedad desciende ligeramente a los 7 dias de evaluacion, con porcentajes que
se encuentran entre 66,22% (cebada) a 74,23% (maiz); a los 12 dias, bajan de
64,12% (cebada) a 70,32% (maiz); a los 17 dias, el porcentaje de humedad mas
bajo se observa en la cebada con 50,07%, seguidos del sorgo (51,36%), arroz

(51,42%), maiz (52,31%) y trigo (56,41%) (Cuadro 22).
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El mismo comportamiento se observan en las bolsas con Lecanicillium
lecanii, donde la humedad de los sustratos desciende ligeramente a partir de los 7
dias alcanzando al final de la fermentacion el promedio mas bajo en el trigo con
49,21%, similar al obtenido por Isaria fumosorosea, seguidos del sorgo (50,51%),

maiz (52,47%), arroz (53,54%) y cebada (58,23%) (Cuadro 23).

La variacion de la humedad esta asociada de manera inversa con la
produccién de conidias segun el coeficiente de correlacion de Pearson a nivel de
los diferentes sustratos, nos indica la produccion de conidias de los tres hongos
entomopatogenos se incrementa a medida que se evapora o baja el porcentaje de

humedad de los sustratos.

Esta asociacion es mas lineal con los sustratos maiz (r: -1), arroz (r: -0,99)
y cebada (r: -0,98) para Isaria fumosorosea (Cuadro 24), mientras que a nivel de
Metarhizium anisopliae, se observa una mayor asociacion en el sustrato maiz (r:-
0,99) y cebada (r:-0,99) (Cuadro 25) y para Lecanicillium lecanii, una mayor
asociacién con los granos de cebada (r:-1), arroz (r:-1), y maiz (r:-0,99)

(Cuadro26).

Este asociacién inversa entre la conidiacién y la humedad, fue observada

por Montesinos (2008), al colocar los sustratos infestados por Isaria fumosorosea,
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sobre bandejas, donde el nimero de conidias se incrementé de 10° a 10 ufc/g
cuando el sustrato tenia una humedad del 15 a 18% y de acuerdo a Carrillo (2003)
y Mitchell et al. (2002), es comun que los mohos filamentosos generan estructuras

de resistencia frente a condiciones adversas.

Aunque el porcentaje de humedad, es una de las variables que
comunmente se optimiza en los sistemas de fermentacion solida, hoy se reconoce
que no es solo la cantidad de agua presente en el sistema la que ejerce su
influencia sobre la produccion de conidias, sino las interacciones entre el agua y el
medio solido, por eso no es contradictorio observar que un mismo
microorganismo se desarrolle plenamente en dos sustratos diferentes con

diferentes concentraciones de humedad (Magaraet al., 2004; Rangel et al., 2008).

El control de la calidad de las conidias producidas en los diferentes
tratamientos se determind mediante la prueba de germinacién in vitro de los
hongos entomopatégenos, parametro muy importante que permite obtener una

proyeccion del comportamiento del hongo en el campo (Desphande et al., 2003).
Al comparar los resultados obtenidos del porcentaje de germinacion en los

diferentes tratamientos se determind que existen diferencias ligeramente

significativas entre ellas, donde las conidias procedentes del tratamiento T (I.
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fumosorosea + arroz) presentan el mejor porcentaje de germinacion con 96,91%,
en segundo lugar se encuentra el Ty; (L. lecanii+ arroz) con 96,73%, en tercer
lugar Ty, (L. lecanii + trigo) mientras que los tratamientos Tip (M. anisopliae +
cebada), T4 (I. fumosorosea + sorgo) y Tisz (L. lecanii + maiz), obtienen los

promedios mas bajos con 91,44%, 91,2% y 90,94% respectivamente (Cuadro 29).

De acuerdo a los reportes internacionales que provienen de Cuba, México,
Colombia, Canada, Alemania, Suiza y Espafia, se establecieron para este
parametro dos valores significativos dependiendo del hongo; para Lecanicillium
lecanii se da como resultado aceptable de 80 a un 85% de germinacién a las 24
horas y para el resto de hongos entomopatdgenos una germinacion del 90% como
minimo para ser considerado adecuado (Barranco, 2004; Bernard & Janes, 2009;
Deshpande, 2001; Barbara & Clewes, 2003); en base a esta clasificacion todas las
conidias procedentes de los diferentes tratamientos cumplen los rangos

establecidos por que se encuentran entre el 90,94 a 96,91% (Cuadro 29).

Segun Monzon (2001), el porcentaje de germinacion de las conidias para
Isaria fumosorosea no debe ser menor al 95%, tomando en cuenta este valor como
base, en el Cuadro 27, se observa que s6lo los tratamientos T; y T, conformados
por el arroz y el trigo cumplen la condicidn, mientras que el resto de tratamientos

estd por debajo de 95% pero por encima de 90%, valor considerado aceptable por
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Bernard & Janes, (2009) y Deshpande (2009), segun estos datos solo los granos
de arroz y trigo podrian utilizarse en los cultivos intensivos por mantener un
porcentaje de germinacion del 95 %, mientras que los sustratos cebada, sorgo y
maiz, deberian ser reevaluadas antes de ser utilizadas en cultivos intensivos
porque su rentabilidad podria ser muy baja y generarian pérdidas econdémicas,
aungue para Morales et al. (2009), la rentabilidad depende de la abundancia de

los sustratos en cada region.

Esta variacion del porcentaje de germinacion es muy comun en los
diferentes hongos y esta influenciada por el sustrato, como se demostré en los
trabajos realizados por Carr et al. (2003), al trabajar con cepas de lIsaria
fumosorosea cultivadas sobre diferentes presentaciones de arroz, es asi, que en el
arroz pelado el porcentaje germinacion fue de 92,65 %, en el arroz entero 85 a 89
% mientras que en la cascara de arroz s6lo 84%, este comportamiento también se
pudo observar en nuestros resultados al utilizar diferentes sustratos como medio

de masificacion.

De acuerdo a los trabajos realizados por Dorta et al. (1996) y Nelson et al.
(1996), el porcentaje de germinacion in vitro de Metarhizium anisopliae debe ser
mayor a 85%, lo que concuerda con los datos emitidos por Bernard & Janes,

(2009) y Deshpande (2009), quienes consideran un valor promedio superior a
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90%, en nuestros resultados el porcentaje de germinacién de las conidias de M.
anisopliae procedentes de los sustratos organicos fueron de 91,44 a 94,85%
(Cuadro 27), valores que se encuentra por encima de lo establecido, lo cual indica
que los sustratos evaluados podrian ser utilizados en los procesos de masificacion

pero sin dejar en cuenta la rentabilidad.

Desphande (2001) y Barbara & Clewes (2003), establecieron que el
porcentaje de germinacion aceptable para Lecanicillium lecanii esta entre 80 a
85% a las 24 horas; en el Cuadro 27 se muestra que el porcentaje de germinacion
obtenido esta por encima del rango establecido por estos autores; lo que nos
indica que estos sustratos también podrian ser utilizados en procesos de
escalamiento, aunque deberia tomarse en cuenta otros parametros, debido a que su
produccién comparado a los de Isaria fumosorosea y Metarhizum anisopliae

sobre los mismos sustratos son los mas bajos.

Finalmente, se pudo evidenciar que los tres hongos entomopatdgenos
presentan un buen porcentaje de germinacion, y que el resto de conidias en los
cuales no se pudo evidenciar la presencia de tubo germinativo después de las 24
horas a 26°C, quizas necesitaban mas tiempo o disponibilidad de agua libre para
poder hidratarse y germinar en el medio de cultivo (Rosas, 1999), pero segun

Aregger (1992) y Carr et al. (2003), las conidias que manifiestan un retraso de
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germinacion, pueden afectar la capacidad infectiva del hongo sobre los insectos,
dando tiempo a los insectos a crecer y poder resistir el ataque de las conidias y si
su concentracion no es adecuada la mortalidad también seria baja, por lo que es
necesario realizar una evaluacion previa de las cepas y seleccionar las mas
adecuadas para cada uno de los sustratos organicos evaluados (Castro et al.,

2000; Caro et al., 2005).
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VI. CONCLUSIONES

Se determind que Isaria fumosorosea presenta la mayor produccién de
conidias en el sustrato arroz con de 8,47 x 10° ufc/g a 26°C con una

porcentaje de humedad de 58,21 % en 17 dias de fermentacion.

Metarhizium anisoplidae, presenta la mayor produccion de conidias en el
sustrato maiz con de 2,35 x 10'° ufc/g a 26°C con una porcentaje de humedad

de 52,31% en 17 dias de fermentacion.

Lecanicillium lecanii, presenta la mayor produccion de conidias en el sustrato
arroz de 2,66 x 10° ufc/g con un porcentaje de humedad de 53,54% en 17

dias de fermentacion.

Las conidias de lIsaria fumosorosea producidas en el arroz, presentan el

mayor porcentaje de germinacién de 96,91% a 26°C durante 18 horas.

Metarhizium anisoplidae presenta un buen porcentaje de germinacion en los
sustrato maiz y arroz con 94,85 % y 94,74% respectivamente, a 26°C durante

18 horas.



Lecanicillium lecanii, presenta un buen porcentaje de germinacién en los
sustratos maiz y trigo con 97,51 % y 94,66% respectivamente, a 26°C durante

18 horas.
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VIl. RECOMENDACIONES

Realizar ensayos previos para mejorar el proceso de humidificacion y tiempo

de precocido de los diferentes sustratos y darles las condiciones necesarias a

cada hongo entomopatdgeno.

Buscar nuevas fuentes carbonadas baratas en los mercados y evaluar la

produccién de conidias por fermentacion en sustrato solido.

Evaluar la produccion de nuevas cepas de hongos entomopatogenos en los

sustratos cebada, trigo, sorgo y maiz chancado.
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ANEXOS



(ufc/g) en los sustratos organicos.

ANEXO 01: Monitoreo de la produccion de conidias de Isaria fumosorosea

Sustrato | Tiempo de | Produccion de conidias de Isaria fumosorosea
Organico | fermentacion (ufc/g)

(dias) Recuento Promedio

X1 X2 X3 X
Arroz 7 2,70x 10" | 3,80x 10" | 3,70x 10" | 3,40x 10’
12 7,60x 10° | 8,10x 10® | 7,50x 10° | 7,73x 10°
17 9,30 x 10° | 8,20 x 10° | 7,90 x 10° | 8,47 x 10°
Trigo 7 1,00x 10’ | 1,40x 10" | 9,00x 10° | 1,10x 10’
12 1,30x 10® | 1,00x 10® | 7,00x 10 | 1,00x 108
17 3,20 x 10® | 3,70 x 10® | 4,00 x 10® | 3,63 x 10°
Maiz 7 2,60x 10" | 2,00x 10" | 2,80x 10" | 2,47x 10’
12 6,40x 10® | 4,20x 10® | 5,50x 10° | 5,37x 10°
17 4,60 x 10® | 5,00 x 10° | 5,10 x 10° | 1,99 x 10°
Sorgo 7 1,10x 10’ | 1,20x 10" | 1,40x 10 | 1,23x 10’
12 7,60x 10® | 8,10x 10® | 7,50x 10° | 7,73x 10°
17 1,80 x 108 | 2,20 x 10° | 2,60 x 10° | 1,54 x 10°
Cebada 7 1,00x 10" | 8,00x 10° | 1,10x 10 | 9,67x 10°
12 7,60x 10° | 8,10x 10® | 7,50x 10° | 7,73x 10°
17 6,10 x 10% | 9,00 x 10® | 7,90 x 10° | 3,14 x 10°
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anisopliae (ufc/g) en los sustratos organicos.

ANEXO 02: Monitoreo de la produccion de conidias de Metarhizium

Sustrato | Tiempo de Produccion de conidias de Metarhizium
Organico | fermentacion anisopliae (ufc/g)

(dias) Recuento Promedio

X1 X2 X3 X
Arroz 7 7,30 x 10" | 4,60 x 10® | 4,50 x 10" | 5,33 x 10’
12 1,01 x 10° | 9,60 x 10® | 9,30 x 10° | 6,64 x 10°
17 2,45 x 10° | 1,50 x10™ | 2,70 x 10° | 5,91 x 10°
Trigo 7 1,20 x 10" | 1,90 x 10" | 1,30 x 10" | 1,44 x 10’
12 3,00 x 10 | 3,00x 10® | 2,40 x 10® | 2,08 x 10®
17 4,20 x 10° | 4,00 x 10° | 3,10 x 10° | 3,77 x 10°
Maiz 7 8,10 x 10 | 5,30 x 10" | 6,30 x 10" | 6,47 x 10’
12 1,07 x 10° | 1,04 x 10*° | 1,15 x 10° | 7,42 x 10°
17 6,20 x 10™| 4,20 x 10° | 3,40 x 10° | 2,35 x 10"
Sorgo 7 1,60 x 10’ | 1,30 x 10® | 1,00 x 10" | 1,28 x 10’
12 2,30 x 10% | 1,80 x 10® | 1,50 x 10% | 1,87 x 10°
17 3,00x10° | 3,70x10% | 2,70 x 10® | 3,13 x 10®
Cebada 7 3,00 x 10° | 3,70 x 10° | 2,70 x 10° | 1,63 x10°
12 2,90 x 10% | 3,40 x 10® | 4,20 x 10% | 1,22 x 10®
17 5,00 x 10° | 5,40 x 10° | 4,30 x 10° | 4,90 x10°
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(ufc/g) en los sustratos organicos.

ANEXO 03: Monitoreo de la produccion de conidias de Lecanicillium lecanii

Sustrato | Tiempo de | Produccion de conidias de Lecanicillium lecani
Organico | fermentacion (ufc/g)

(dias) Recuento Promedio

X1 X2 X3 X
Arroz 7 2,80x 10" | 2,80x 10" [2,70x 10" | 2,77 x 10’
12 4,40 x 10° | 4,10 x 10° | 4,20 x 10° | 4,23 x 10°
17 3,40 x10° | 6,23 x10° | 1,42 x 10° | 2,66 x 10°
Trigo 7 1,30x 10° | 1,30x 10° | 2,30x 10’ | 8,53x 10°
12 1,90x 10® | 1,60x 10° | 5,60x 10° | 3,03x 10°
17 3,30x 10° | 2,40x 10® | 5,50x 10°® | 1,36x 10°
Maiz 7 1,70x 10’ | 1,80x 10° | 2,00x 10 | 1,29x 10’
12 2,90x 10" | 3,10x 10" | 3,80x 10 | 3,27x 10’
17 7,00x 10" | 5,00x 10° | 5,90x 10 | 4,47x 10’
Sorgo 7 8,00x10° | 1,30x10° |[1,20x 10" | 7,10 x 10°
12 1,10 x 10° | 1,80 x 10° | 8,00 x 10" | 1,23 x 10°
17 7,60x10°| 3,70x10° |7,70x 10" | 1,51 x 10’
Cebada 7 2,60x 10" | 2,70x 10" | 2,20 x 107 | 2,50 x 10’
12 4,10 x 10® | 4,70 x 10® | 3,70 x 10° | 4,17 x 10°
17 5,63 x 10% | 5,80 x 10% | 4,70 x 10® | 5,38 x 10°
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ANEXO 04: Monitoreo de la porcentaje de humedad de los sustratos

orgénicos durante

la produccion de conidias de Isaria

fumosorosea.
Sustrato | Tiempo de Porcentaje de humedad
Organico | fermentacion (%)
(dias) Recuento Promedio
X1 X2 X3 X

Arroz 1 72,40 74,52 73,50 73,47
7 69,57 71,80 70,24 70,74

12 69,30 71,00 68,40 68,60

17 58,14 55,23 62,10 58,21

Trigo 1 71,56 68,55 68,40 69,51
7 63,14 66,14 63,42 64,54

12 57,30 62,10 65,23 61,12

17 48,71 51,23 49,44 49,11

Maiz 1 75,54 74,50 75,25 75,12
7 74,12 72,10 74,21 73,20

12 71,40 71,11 74,41 72,46

17 64,11 66,23 64,20 64,17

Sorgo 1 67,32 66,54 68,47 67,60
7 66,11 65,07 67,01 66,08

12 60,32 61,20 60,47 60,70

17 53,72 55,16 54,23 54,74

Cebada 1 69,25 68,31 68,07 68,25
7 65,24 61,60 62,54 63,42

12 65,23 65,32 66,71 65,33

17 56,62 56,51 55,72 56,23
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ANEXO 05: Monitoreo de la porcentaje de humedad de los sustratos
organicos durante la produccion de conidias de Metarhizium

anisopliae.
Sustrato | Tiempo de Porcentaje de humedad
Orgéanico |fermentacion (%)
(dias) Recuento Promedio
X1 X2 X3 X

Arroz 1 72,40 74,52 73,50 73,47
7 72,35 71,54 73,45 72,42

12 68,31 69,23 68,14 68,05

17 51,11 52,23 51,11 51,42

Trigo 1 71,56 68,55 68,40 69,51
7 64,70 65,14 66,14 65,32

12 64,30 65,20 65,10 66,71

17 56,72 54,04 58,32 56,41

Maiz 1 75,54 74,50 75,25 75,12
7 73,14 74,46 74,54 74,23

12 71,40 71,11 70,41 70,32

17 54,10 52,32 51,14 52,31

Sorgo 1 67,32 66,54 68,47 67,60
7 65,12 65,51 67,80 66,52

12 64,71 63,30 64,70 64,91

17 51,27 52,61 51,34 51,36

Cebada 1 69,25 68,31 68,07 68,25
7 66,70 65,55 66,40 66,22

12 65,22 63,11 65,04 64,12

17 50,10 51,20 51,07 50,07
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ANEXO 06: Monitoreo de la porcentaje de humedad de los sustratos
organicos durante la produccién de conidias de Lecanicillium

lecanii.
Sustrato | Tiempo de Porcentaje de humedad
Orgéanico |fermentacion (%)
(dias) Recuento Promedio
X1 X2 X3 X

Arroz 1 72,40 74,52 73,50 73,47
7 70,62 71,21 72,14 71,10

12 69,31 68,22 68,10 68,74

17 54,23 53,47 52,30 53,54

Trigo 1 71,56 68,55 68,40 69,51
7 67,54 65,45 66,51 64,50

12 65,10 64,31 64,32 65,33

17 49,22 48,65 51,40 49,21

Maiz 1 75,54 74,50 75,25 75,12
7 75,31 73,21 73,32 73,81

12 69,24 68,20 69,11 68,75

17 51,16 53,15 53,14 52,47

Sorgo 1 67,32 66,54 68,47 67,60
7 65,32 65,10 67,43 66,60

12 64,71 63,30 64,70 64,25

17 50,27 51,16 51,22 50,51

Cebada 1 69,25 68,31 68,07 68,25
7 66,35 65,24 66,50 66,60

12 62,31 60,21 59,60 60,45

17 58.37 58.40 57,81 58,23
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FOTO 01:  Seleccion y preparacion de los distintos sustratos organicos.

FOTO 02: Pesaje y empacado de los distintos sustratos organicos.
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FOTO 03:  Obtencion y preparacion del inéculo: Cosecha de conidias.

FOTO 04: Inoculacién de las bolsas de polipropileno conteniendo los
distintos sustratos organicos.
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FOTO 05:  Incubacidn de los fermentadores previamente inoculados.

FOTO 06: Dilucidnes seriadas y carga de la Camara de Neubauer.

144



FOTO 07: Evaluacion de Variables: Recuento de conidias.

FOTO 08:  Monitoreo de la temperatura, fotoperiodo y humedad.
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FOTO 09: Determinacion del Porcentaje de Germinacion.

FOTO 10:  Produccién de hongos entomopatégenos en arroz por
fermentacion en sustrato sélido.
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FOTO 11: Produccién de hongos entomopatégenos en trigo por
fermentacion en sustrato solido.

FOTO 12:  Produccién de hongos entomopatdégenos en maiz por
fermentacion en sustrato sélido.
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FOTO 13:  Produccién de hongos entomopatdégenos en sorgo por
fermentacion en sustrato solido.

FOTO 14: Produccion de hongos entomopatdgenos en cebada por
fermentacion en sustrato sélido.
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