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RESUMEN

El experimento se llevé a cabo dentro de las instalaciones del laboratorio de
produccion de entomopatdgenos del Ingenio Magdalena S.A. ubicado en el
interior de Finca San Patricio, La Democracia, Escuintla con la finalidad de
evaluar la respuesta a la suplementacion con Nitrégeno en las diferentes etapas
de produccion de dos cepas del hongo entomopatdgeno Metarhizium anisopliae
para las variables concentracion de conidios/gr y viabilidad de los conidios
utilizando granos de arroz entero como sustrato.

Se evaluaron 8 tratamientos bajo un arreglo combinatorio bifactorial en un
disefio completamente al azar con 4 repeticiones. Los factores evaluados
consistieron en la suplementacion con Nitrogeno, la cual se realizé en la etapa
de elaboracion de matriz, la etapa de inoculacién y la etapa de desarrollo.
ademas de el testigo relativo que consistié en la metodologia convencional del
laboratorio. Mientras que las cepas evaluadas fueron la PL-43 y BISA-01 2000.
La fuente de Nitrégeno utilizada para la suplementacion fue Urea (46% N).

Los resultados mostraron que no existi6 una respuesta incremental en la
concentracion de conidios/gr de los tratamientos suplementados con Nitrégeno
ya que el testigo sin este elemento de ambas cepas mostré una concentracion
de conidios/gr estadisticamente superior (p<0.05) a los tratamientos
suplementados. La cepa PL-43 mostr6 una mayor concentracion de conidios/gr
que la cepa BISA-01 2000. En cuanto a la variable viabilidad de conidios, se
encontré que la suplementacion en la etapa de desarrollo fue estadisticamente
(p<0.05) inferior al resto de tratamientos.

Se recomienda evaluar otras fuentes de Nitrégeno vy diferentes
concentraciones del mismo como suplemento y para corroborar el efecto
fungistatico de la amonificacién proveniente de la urea. Asi como también
evaluar la suplementacién con Nitrégeno a otros sustratos distintos a los granos
de arroz.

xii



.  INTRODUCCION

El cultivo de la cafia de azlcar (Saccharum spp.) en Guatemala representa
una de las actividades econdmicas mas importantes del pais. Guatemala es uno
de los productores de azucar mas importantes a nivel mundial, posicionandose
como el cuarto exportador y el tercer productor por Hectarea. El area sembrada
con cafia de azucar al 2013 fue de 230 mil Hectareas. La agroindustria azucarera
guatemalteca, que representa alrededor del 3% del PIB nacional, genera 421,000
empleos directos e indirectos, 32,000 corresponden a cortadores de cafa y
representa un 27 % de las exportaciones agricolas (AZASGUA, 2014).

No obstante, pese a ser un cultivo altamente productivo, la cafia de azucar se
ve atacada por un buen numero de especies plaga, que incluye basicamente
roedores e insectos, dentro de los cuales se encuentra la chinche salivosa
(Aeneolamia spp.), la cual es considerada como la plaga mas importante del
cultivo debido a las reducciones de produccion de cafia y azUcar que ocasiona con
su ataque (Méarquez, J.M., 2012).

El manejo integrado de la chinche salivosa se ha basado en practicas que
incluyen labores culturales para el control de los huevecillos del suelo (Marquez,
J.M., 2012) y control biologico, en el cual se emplea el hongo entomopatégeno
Metarhizium anisopliae, el cual es uno de los enemigos naturales de esta especie
(Leucona, R.E., 1996).

Por su parte, algunos de los diferentes ingenios que conforman la agro
industria azucarera han invertido en la implementacion de laboratorios de
produccion de hongos entomopatdégenos, principalmente para Metarhizium
anisopliae, tal es el caso del Ingenio Magdalena que anualmente produce 80 mil
dosis de 5 conidios de este organismo.

Sin embargo, a pesar de que la produccion de Metarhizium anisopliae se ha
tecnificado para abaratar los costos de produccién y por ende los de control
biolégico de la chinche salivosa, aun existen aspectos a mejorar, entre los cuales
estd incrementar la produccién de conidios del hongo, las cuales son las que se
toman como base para formular las respectivas dosis utilizadas para su aplicacion
en los campos de cultivo.

Un factor importante en el proceso de produccion del entomopatdégeno es la
escogencia del sustrato sobre el cual se desarrollara el hongo, ya que constituye
la fuente de nutrientes que le sirven al hongo para germinar y luego esporular (Li,
D. & Holdon, D., 1995).



Actualmente en el laboratorio de produccién de entomopatdégenos de Ingenio
Magdalena S.A. se utilizan granos de arroz como sustrato principal para la
produccion de Metarhizium anisopliae, sin embargo no se han obtenido
producciones de conidios aceptables, probablemente debido a que el sustrato no
le provee al hongo los nutrientes suficientes para esporular en cantidades
altamente productivas.

En la presente investigacion se realizd una evaluacion de la respuesta a la
suplementacion con Nitrégeno en las diferentes etapas del proceso de produccion
de las dos cepas del hongo Metarhizium anisopliae que se produce en el
laboratorio de Ingenio Magdalena S.A., las cuales corresponden a la cepa BISA-01
2000 y a PL-43, las cuales han mostrado ser eficientes para el control de chinche
salivosa.

Se estableci6é un experimento factorial de 2x4, en la cual el factor A fue la cepa
del hongo Metarhizium anisopliae y el factor B fue la suplementacion con
Nitrégeno. Para ello se utilizd Urea como fuente de Nitrdgeno. La investigacion
consisti6 en 8 tratamientos con 4 repeticiones para un total de 32 unidades
experimentales, las cuales consistieron en una bandeja plastica que a su vez
estuvieron compuestas de 16 bolsas de 350 gr de arroz inoculadas de acuerdo
con el respectivo tratamiento.

Para la inoculacién del hongo se utilizé la técnica de las matrices liquidas, las
cuales se prepararon con un aislamiento de las cepas utilizadas. Se llevaron a
cabo movimientos de ruptura de micelio a los dias 4, 8 y 12 post inoculacion, para
luego proceder al secado de los tratamientos y el respectivo conteo de conidios
por gramo Y viabilidad de las mismas. A los resultados se les practico un Analisis
de Varianza y la prueba de medias con el estadistico de Tukey al 5 % de
significancia.



II.  JUSTIFICACION

El hongo Metarhizium anisopliae es el entomopatégeno mas investigado y
mas difundido en la zona cafiera de Guatemala, en la cual es incluido en planes
de Manejo Integrado de Plagas, sobre todo de la chinche salivosa Aeneolamia
spp. (HEMIPTERA: Cercopidae), la cual es la plaga de mayor importancia para el
cultivo de cafla de azucar en Guatemala y este hongo figura como uno de los
enemigos naturales de esta especie (Marquez, J.M., 2012).

La produccion de M. anisopliae se ha masificado en los diferentes ingenios de
la agroindustria azucarera, ya que son 4 empresas que cuentan con laboratorios
especializados en la produccion masiva de este organismo. Uno de estos es el
Ingenio Magdalena S.A. que anualmente produce 80 mil dosis de 5% conidios
para el control biolégico de diferentes plagas, principalmente Aeneolamia spp.

Los parametros productivos del laboratorio de entomopatégenos del Ingenio
Magdalena S.A. son principalmente la concentracion de conidios/gr del hongo
Metarhizium anisopliae, el porcentaje de viabilidad del mismo y la cantidad total
de dosis producidas.

Actualmente, dentro de las metas del laboratorio de entomopatégenos es que
la concentracién de conidios por gramo de sustrato sea mayor de 4.5° sin
embargo esto aun no se ha logrado establecer del todo teniendo valores maximos
entre 1.5 y 3.5° conidios/gr, lo cual significa un aumento en los costos de
produccion para una dosis de Metarhizium anisopliae, sobre todo en la cantidad
de sustrato.

La produccion de conidios de los entomopatdégenos, entre los que se incluye
Metarhizium depende de gran manera tanto de las condiciones ambientales sobre
las que se produzca y de la composicién quimica del sustrato sobre el cual se
inocule. En el caso de los granos de arroz, aun no se han obtenido una
produccion conidial deseada, lo cual puede deberse a una alta relacion de
Carbono: Nitrégeno, ya que este material es alto en carbohidratos pero bajo en
proteinas.

En el presente estudio, se pretende corroborar si la suplementacion con
Nitrogeno en diferentes etapas tiene un efecto incremental sobre los pardmetros
de produccioén de conidios/gr y el porcentaje de viabilidad de los mismos, en las
dos cepas del hongo M. anisopliae que se producen en el laboratorio de
entomopatégenos del Ingenio Magdalena S.A



1. MARCO TEORICO

3.1. Generalidades del hongo Metarhizium anisopliae

3.1.1. Clasificacion taxonomica del hongo Metarhizium

anisopliae. De acuerdo con Tanada y Kaya (1993), taxonémicamente el
hongo Metarhizium anisopliae esta clasificado de la siguiente manera:

Reino: Fungi

Subreino: Dikarya
Phylum: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Clavicipitaceae
Género: Metarhizium

Especie: Metarhizium anisopliae

3.1.2. Caracterizacion  morfolégica de  Metarhizium
anisopliae. Segun Cafiedo y Ames, (2004) la morfologia de M. anisopliae es la
siguiente:

3.1.2.1. Colonia. Pegada al medio, completamente redonda,
de colores olivaceo, amarillento, verdoso, marrén oscuro, dependiendo del
aislamiento. Revés incoloro a marron, a veces verdoso citrino.

3.1.2.2. Conidioforo. Es la estructura que alberga las
conidios. Nace del micelio y es irregularmente ramificado con dos a tres ramas en
cada septa. De 4 a 14p de longitud x 1.5 a 2.5 de diametro.



3.1.2.3. Fialides. Cilindricos en forma de clava, adelgazados
en el apice. Miden 6 a 13 p de longitud y 2 a 4 p de diametro.

3.1.2.4. Conidios. Unicelulares, cilindricas y truncadas,
formadas en cadenas muy largas, hialinas a verde olivaceo. Miden 3.5 a 9 y de
longitud x 1.5 a 3.5y de diametro.

En la Figura 1 se muestra a detalle la morfologia del hongo Metarhizium
anisopliae.

Figura 1. Morfologia del hongo Metarhizium anisopliae. A. Conidiéforo. B. Fialide. C. Conidio.

Fuente: Cafiedo, V. & Ames, T. 2004.

3.1.3. Ciclo de vida de Metarhizium anisopliae. En general, los
hongos entomopatéogenos como M. anisopliae luego de parasitar un insecto,
desarrollan las siguientes fases sobre su hospedante: germinacion, formacion de
apresorios, formacion de estructuras de penetracion, colonizacion y reproduccién
(Canedo, V. & Ames, T. 2004).

El proceso se inicia cuando la espora o conidio se adhiere a la cuticula del
insecto, luego desarrolla un tubo germinativo y un apresorio, con éste se fija en la
cuticula y con el tubo germinativo o haustorio (hifa de penetracion) se da la
penetracion al interior del cuerpo del insecto. La germinacién ocurre
aproximadamente a las 12 horas post-inoculacion y la formacion de apresorios se
presenta de 12 a 18 horas post-inoculacion (Pedrini et al., 2007).

En la penetracién participa un mecanismo fisico y uno quimico, el primero
consiste en la presion ejercida por la estructura de penetracion, la cual rompe las
areas esclerosadas y membranosas de la cuticula (Monzén, 2001).



El mecanismo quimico consiste en la accidn enzimatica, principalmente
proteasas, lipasas y quitinasas, las cuales realizan la digestion del integumento
(Tanada y Kaya, 1993). Se ha observado que la accion enzimética puede ser
coadyuvada por la secrecibn de acidos organicos, como el acido oxalico
(Bidochka y Kachatourians, 1991). En esta fase se produce una descomposicion
del tejido en la zona de penetracion, lo que facilita el ingreso del hongo.

Después de la penetracion, la hifa se ensancha y ramifica dentro del tejido del
insecto, colonizando completamente la cavidad del cuerpo del insecto, esto
sucede en 3 0 4 dias después de la inoculacién. A partir de la colonizacién se
forman pequefas colonias y estructuras del hongo, lo que corresponde a la fase
final de la enfermedad del insecto, ocurre 4 6 5 dias después de la inoculacion.
Esta micosis induce a sintomas fisiolégicos anormales en el insecto tales como
convulsiones, carencia de coordinacion, comportamientos alterados y paralisis. La
muerte sobreviene por una combinacion de efectos que comprenden el dafio
fisico de tejidos, toxicosis, deshidratacion de las células por pérdida de fluido y
consumo de nutrientes (Bustillo, 2001).

En la Figura 2, se esquematiza todo el ciclo de vida de un hongo
entomopatdégeno como Metarhizium anisopliae al atacar a un insecto.

Figura 2. Esquema del desarrollo de un hongo entomopatégeno. 1. Adhesién de la espora a la
cuticula del insecto, 2. Germinacion y formacién del apresorio, 3. Penetracién de la cuticula, 4.
Crecimiento lateral y penetracion en la epidermis, 5. Agregacion de los hemocitos en el lugar
de penetracion fungica, 6. Fagocitosis de cuerpos hifales por células fagécitas del insecto, 7.
Transformacién a cuerpos levaduriformes, 8. Evasion del sistema inmune, 9. Propagacion en
el hemocele, 10. Transformacién a cuerpo hifal, 11. Esporulacién y germinacién atravesando
la cuticula del insecto, 12. Esporulacion.
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Fuente: Téllez-Jurado, A. 2009.




3.1.4.Requerimientos ambientales del hongo Metarhizium
anisopliae

3.1.4.1. Temperatura. La temperatura es un factor limitante
para el desarrollo en las diferentes fases del ciclo de vida de M. anisopliae. La
temperatura varia segun la fase en la que se encuentre M. anispliae, por ejemplo
Berlanga, A. & Velasquez, V. (2002) determinaron que los aislamientos de M.
anisopliae crecen de manera 6ptima a temperaturas de entre 24 y 30 °C, mientras
gue a 20 y arriba de 30 °C el crecimiento del micelio disminuye.

El desarrollo de las enfermedades fungicas en los insectos puede ser
perjudicado por temperaturas superiores a 30 °C. Las esporas de hongos
entomopatdégenos germinan a temperaturas entre 15 y 35 °C, siendo el rango
optimo entre 25 y 30°C, y se requieren cuatro dias para la esporulacion de
Metarhizium anisopliae. La esporulacion es inhibida a temperaturas inferiores de
10 °C y superiores a 35 °C (Castillo, 2006).

3.1.4.2. Actividad de agua. La humedad disponible para las
funciones fisiologicas constituye el factor mas importante para el desarrollo de
todos los hongos filamentosos. La humedad estimula el desarrollo y formacion de
estructuras reproductoras de las especies del reino Fungi. La actividad acuosa
para los hongos entomopatdégenos en este caso debe ser superior a 96%. Aunque
pueden tolerar un minimo de 70% (Ramana, et al. 1993 citado por Pefia, V.
2002).

3.1.4.3. Humedad Relativa. La humedad relativa es un factor
de gran importancia, tanto para el hospedante como para el patdogeno. Es
indispensable en las diferentes fases del ciclo de las relaciones entre ambos
organismos. Tiene efecto sobre la germinacion, penetracion y para la reproduccion
de los hongos entomopatdgenos. La falta de humedad relativa adecuada puede
perjudicar una epizootia (Lecuona, 1996).

Se requiere de humedad relativa alta para la germinacién del hongo
entomopatdégeno Metarhizium anisopliae. El estudio de Walstad y Cols.1970,
indica que la mayor germinacion ocurre al 100% de humedad relativa y disminuye
a 0 %, a una HR de 85%. Niveles altos de HR son necesarios para la
esporulacion. A un nivel de HR del 100% la esporulacién ocurre en cuatro dias,
pero a una HR de 92.5% son necesarios cinco 0 mas dias, mientras que la
esporulacion es inhibida con humedad relativa menor del 90% (Sosa-Gomez y
Alves 1983).



3.1.4.4. Radiacion. En el caso del hongo M. anisopliae se ha
observado que en fases de desarrollo miceliar en procesos de produccion masiva,
responde bien a fotoperiodos de 12:12 horas Luz-Oscuridad. Ya que con esto se
estimula la produccién de conidios (IMSA, 2010).

Sin embargo, para evaluar el efecto de la radiacion solar sobre los patdgenos y
sobre la ocurrencia de la parasitacion en insectos es necesario considerar los
siguientes aspectos: espectro de luz visible con sus diferentes longitudes de onda
(luz verde, amarilla, azul, etc.), fotoperiodo y faja de luz ultravioleta germicida. La
exposicion a la luz ultravioleta puede ser letal para los conidios de los patégenos
se observo que el crecimiento y esporulacién de los hongos es retrasado por la
radiacion solar y que la nubosidad tiene un papel importante en el desarrollo de las
epizootias causadas por hongos entomopatégenos (Castillo, 2006).

3.1.5. Requerimientos nutricionales para la esporulacion de
M. anisopliae. En general, los requerimientos tanto fisicos como quimicos para
la fase de produccion de conidios o esporas en los hongos entimopatégenos son
mas estrictas que la fase de desarrollo miceliar. Estos cambios se reflejan a nivel
molecular y responden a las sintesis de proteinas, cambios en el metabolismo de
los carbohidratos y de los acidos nucleicos ARN y ADN (Moore, 1996).

3.1.5.1. Carbono. En general, los entomopatégenos como
Metarhizium anisopliae utilizan los carbohidratos para la produccion de conidios.
En este proceso se necesitan tanto monosacaridos como la fructuosa y la glucosa,
asi como polisacaridos como la trehalosa, el glicogeno (polisacarido de reserva
producido en el citoplasma) y el glucano (producido en la pared celular). (Moore,
1996).

3.1.5.2. Nitrégeno. Los hongos entomopatdgenos requieren de
fuentes de Nitrégeno en forma nitrica 0 de aminoacidos para esporular, esto es
diferente a la fase de desarrollo miceliar, en la cual requieren de nitrégeno
amoniacal para su crecimiento. Esto se debe a que el nitrbgeno amoniacal
alcaliniza el medio en el que crece, lo cual es perjudicial para la produccion de
esporas.

Los nitratos, la Urea y los aminoacidos son las mejores fuentes de Nitrégeno
para inducir la esporulacion de entomopatogenos (Moore, 1996).



3.1.6. Proceso de produccion masiva de Metarhizium

anisopliae. De acuerdo con IMSA (2010) el proceso de produccion de M.
anisopliae consta de las siguientes etapas:

3.1.6.1. Revigorizacion. La fase de revigorizacién consiste en
el reforzamiento de las caracteristicas entomopatogénicas del hongo. Para ello se
colectan adultos y ninfas de chinche salivosa Aeneolamia spp. En campos de
cultivo de cafia de azucar. Se llevan a camaras humedas y son asperjadas con
una solucién de agua mas esporas de M. anisopliae. Este procedimiento es
repetitivo y se realiza 3 veces, obteniendo las esporas de la primera revigorizacion
para la segunda y sucesivamente (Ver Figura 3).

Figura 3. Detalle de adultos de Aeneolamia spp. parasitados usados para revigorizacion.
Izquierda, esporulacion de M. anisopliae sobre el insecto. Derecha, Insecto adn no
esporulado.

Fuente: Reyes, A. IMSA.

3.1.6.2. Aislamiento e incremento del hongo. Consiste en
obtener una cantidad adecuada de in6culo que permita mantener una produccion
constante de conidios. Para ello se emplea un medio de cultivo a base de Haba
mas agar y un antibiético previamente esterilizados. Este medio de cultivo se sirve
en placas Petri de vidrio y posteriormente son inoculadas con esporas de M.
anisopliae obtenidas de los insectos de la fase de revigorizacion (ver Figura 4).

Las actividades que se desarrollan en esta fase se deben realizar bajo
condiciones totalmente asépticas. Para lo anterior toda la cristaleria e
instrumentalizacién requerida, asi como el agua utilizada deber& ser estéril.
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Figura 4. Aislamiento del hongo M. anisopliae creciendo sobre medio agar-haba.

Fuente: Reyes, A. IMSA.

3.1.6.3. Preparacién de matrices. Las matrices constituyen
el medio sobre el cual el hongo M. anisopliae se prepara para inocular las bolsas
gue constituirdn las dosis finales. Para realizar una matriz se utiliza en 500 ml de
agua mas levadura de cerveza y azucar como fuentes de carbohidratos, peptona
de caseina, saboroud y antibiéticos como tetraciclina y cloranfenicol. A esta
solucién se le agrega un aislamiento crecido en medio de agar-haba. Estas
matrices se agitan en maquinas durante 48 horas antes de inocular las bolsas con
sustrato (ver Figura 5).

Figura 5. Matrices liquidas de M. anisopliae después de 48 horas de agitacion

Fuente: Reyes, A. IMSA.

3.1.6.4. Preparacion y esterilizacion del sustrato. El
sustrato, el medio sobre el cual se desarrollara el hongo. Comunmente, se utilizan
granos de cereales como arroz (Oriza sativa) y maiz (Zea mays). Estos se
someten a un proceso de coccion en agua a 80 °C para darle una consistencia
gelatinosa. Posteriormente el grano ya cocido se introduce en bolsas de polietileno
las cuales se esterilizan en autoclave a una temperatura de 125 °C y 15 PSI de
presion, este proceso es clave para evitar la contaminacion con otros
microorganismos que compiten con M. anisopliae_para colonizar el sustrato.
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3.1.6.5. Inoculacién. La fase de inoculacion consiste en la
siembra del hongo de las matrices agitadas sobre el sustrato previamente
esterilizado. Se utilizan 16 cc de la solucién de la matriz liquida para inocular cada
bolsa de polietileno con sustrato (ver Figura 6).

Figura 6. Bolsas con sustrato después de inoculadas con M. anisopliae.
T S — S—

Fuente: Reyes, A. IMSA

3.1.6.6. Desarrollo. La fase de desarrollo comprende desde el
momento en que el hongo ha sido inoculado hasta la produccion de esporas. En
esta fase el micelio comienza a invadir el sustrato y la tonalidad va tornandose
verde conforme pasan los dias. Para ello se necesita una temperatura de 24 °Cy
una humedad relativa de 70 %, asi como foto periodo de 12:12 Luz-Oscuridad.
Para ello las bolsas se trasladan en estantes a salas especiales y se les hace
movimiento cada 4 dias para oxigenar el micelio y liberar los conidios que se
vayan produciendo. En total esta fase dura 12 dias (ver Figura 7).

Figura 7. Bolsas con M. anisopliae esporulado luego de la fase de desarrollo.
T X743 £ g

,»),_'.

Fuente: Reyes, A. IMSA.
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3.1.6.7. Secado. La fase de secado consiste en retirar el exceso
de humedad del hongo ya esporulado para lograr la solidificacion de los granos de
sustratos. Para ello el hongo se coloca en bandejas de plastico y se deja secar a
una temperatura de 24 °C durante 8 dias bajo condiciones de iluminacion
constante (Ver Figura 8).

Figura 8. Detalle de M. anisopliae después de la fase de secado.
- i w3
-

TS —

Fuente: Reyes, A. IMSA.

3.1.6.8. Conteo de concentracion de conidios. En esta
fase del proceso se determina cuanto ha esporulado el hongo luego de secado.
Para ello se toman muestras de 10 g y se diluyen en agua desmineralizada mas
dispersante Tween 80 (aceite hidrogenado poliglicolisado). Para ello se utiliza una
camara de Neubauer o hematocitrometro. El resultado final se expresa en
cantidad de conidios/gr.

3.1.6.9. Conteo de viabilidad de conidios. Este conteo se
realiza para determinar el porcentaje de conidios que tienen la capacidad de
germinar y desarrollarse. Este dato es importante para la formulacion de las dosis.
Se buscan porcentajes de viabilidad que estén arriba de 90 %.

3.1.6.10. Formulacién y almacenamiento. La formulacion
del hongo consiste en la preparacion de las dosis que se aplicardn en los
cafiaverales. Una dosis consiste en una cantidad de 5% conidios. Para ello,
normalmente se requieren 4 kg de sustrato ya esporulado por el hongo M.
anisopliae. Para formular una dosis se toman en cuenta los datos de viabilidad y
concentracion de conidios/gr. posteriormente son almacenadas en cuartos frios a
una temperatura de 4 °C para evitar que se pierda la viabilidad de las conidios (ver
Figura 9).
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Figura 9. Dosis de M. anisopliae almacenadas en cuarto frio.

“

I

1l

11

!
/

Fuente: Reyes, A. IMSA.

3.1.7. Microorganismos contaminantes

3.1.7.1. Fusarium. Las colonias de este hongo pueden tener
diferentes coloraciones o presentar pigmentaciones en el medio en que se
encuentran. Estas coloraciones pueden ser naranjas, rosadas, amarillas, crema,
violaceas y producen macro y micro conidios (Monzén, V. 2001).

3.1.7.2. Penicillium. Conidioforos largos, septados, lisos o
rugosos, individuales o en sinemas, ramificado cerca del apice en uno, dos o0 mas
verticilos, que le dan aspecto de una escoba, ramas terminadas en filies o célula
fértiles productoras de conidios, las cuales son producidas basipetalamente y
unidas en cadenas. Las conidios son globosas a elipticos, lisos o equinulados.
(Monzon, V. 2001).

3.1.7.3. Aspergillus flavus. Es un hongo cancerigeno, tiene
conidioforos hialinos rugosos o reticulados y con vesiculas globosas, cabezuelas
conidiales globosas verde o verde amarillentas, esterigma en una o dos series a
veces hasta en una misma vesicula. Conidios globosos a ovales (Monzon, V.

2001).

3.1.8. Importancia de M. anisopliae para el cultivo de la
cafia de azUcar en Guatemala. El cultivo de la cafia de aztcar (Saccharum
spp.) es uno de los de mayor importancia para la economia de Guatemala. La
agroindustria azucarera esta posicionada en la economia guatemalteca como uno
de los pilares fundamentales de esta, ya que representa la segunda actividad
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econdémica que mas divisas genera en el pais. El azlicar y las mieles componen el
27 % de las exportaciones del sector agricola y el 12 % de las exportaciones en
total. (AZASGUA, 2014.).

No obstante, el cultivo de la cafia de azUcar se ve amenazado por varias
especies que son plagas, ya que causan pérdidas econémicas a los ingenios
azucareros. El Centro Guatemalteco de Investigacion y Capacitaciéon de la Cafa
de Azicar (CENGICANA) a través del Comité CANAMIP, ha clasificado la
importancia de las diversas plagas que ocurren en la zona cafiera de Guatemala,
en base al impacto que pueden causar en la produccion, lo cual se traduce en
pérdidas econémicas significativas. En el caso de la chinche salivosa (Aeneolamia
spp.) puede causar pérdidas de 8.21 Toneladas de Cafa por Hectarea y 5.43
Kilogramos de azucar por cada un insecto por tallo encontrado (Marquez, J.M.,
2012).

Las tres plagas mas importantes del cultivo de la cafia de azucar en Guatemala
corresponden a la chinche salivosa (Aeneolamia spp. y Prosapia spp. Hemiptera:
Cercopidae), la rata cafiera (Sigmodon hirsutus) y el barrenador del tallo (Diatraea
crambidoides y Diatraea saccharalis. Lepidoptera: Pyralidae) (Marquez, J.M.
2014).

También existen otras plagas de mediana importancia y que ocurren en
sectores especificos de la zona cafiera, pero que también representan una
amenaza para el sector azucarero. Entre estas plagas se encuentran el complejo
de plagas de la raiz, compuesto por la chinche hedionda (Scaptocoris talpa;
Hemiptera: Cynidae), presente en el estrato alto (>300 msnm); las gallinas ciegas
(Phyllophaga spp. Coleoptera: Scarabeidae); los gusanos de alambre o coralillos
(Agriotes spp. Coleoptera: Elateridae). También estan las termitas subterraneas
(Heterotermes convexionatus. Isoptera: Rhynotermidae); las taltuzas (Ortogeomys
spp. Rodentia: Geomydae) y el salton coludo (Saccharosydne saccharivora.
Hemiptera: Delphacidae) (Marquez, J.M. 2012).

El hongo M. anisopliae se ha reportado como patogénico de algunas de las
especies de plagas insectiles mencionadas que atacan la cafia de azlcar, sobre
todo de las especies de chinche salivosa Aeneolamia spp. y Prosapia_spp. ya que
es uno de sus enemigos naturales mas importantes (Marquez, J.M. 2012). Debido
a lo anterior, los ingenios azucareros han creado laboratorios de producciéon
masiva del hongo, ya que esta alternativa abarata los costos de control de la
chinche salivosa en cafa de azlcar.

Se han hecho evaluaciones de diferentes cepas de M. anisopliae para el control
de huevos, ninfas y adultos de Aeneolamia spp. Por ejemplo, las cepas PL 43 y
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DIECA-0391 han sido evaluadas sobre adultos de Aeneolamia postica, las cuales
han mostrado ser patogénicas a esta Ultima con DL90 de 2.57e y 2.04e®®
conidios/Ha para DIECA-0391 y PL 43, respectivamente (Badilla, F. et al. sf).

En evaluaciones de campo, la cepa PL-43 ha resultado eficiente para reducir
las poblaciones de ninfas de chinche salivosa hasta 0.13 ninfas/tallo y un 20 %
menos de dafio foliar causado por Aeneolamia spp. (Marquez, J.M. 2013).

En el caso de el control de huevecillos, la cepa BISA-01 2000 puede llegar a
causar hasta un 95 % de mortalidad en esta etapa de desarrollo (Badilla, F. et al.
sf). Estos resultados se han observado a nivel de campo, ya que al incorporar M.
anisopliae en el suelo a la labor de aporque a los 9 dias después del corte, se han
observado reducciones de hasta un 40 % de la primera generacién de ninfas de
chinche salivosa (Torres, L. & Lopez, E. 2013).

El hongo Metarhizium anisopliae también ha sido reportado en Brasil para el
control de otras especies de chinche salivosa como lo son las del género
Mahanarva (Vieira, P. et al. 2011). En ensayos de campo en cultivo de cafia de
azucar con dos aplicaciones del entomopatdgeno se han observado reducciones
de las poblaciones de ninfas de chinche salivosa de hasta 91 % (Dinardo, L.
2004).

3.2. Antecedentes

La produccion masiva del hongo Metarhizium anisopliae es un proceso que
conlleva la combinacion de varios factores tanto ambientales para su desarrollo
como nutricionales para su reproduccién. Entre los ambientales se pueden
mencionar temperatura, humedad relativa y luminosidad como las tres variables
criticas para el desarrollo del hongo. Entre los factores nutricionales, se tiene la
calidad del sustrato sobre el que sera producido.

Tomando en cuenta el anterior aspecto, gran parte de la produccion de
conidios, las cuales son las estructuras de reproduccion de este hongo depende
del sustrato sobre el cual se produzca. Este ultimo debe de proveer principalmente
Carbohidratos, Proteinas, Minerales y Vitaminas para lograr una produccion de
conidios aceptable.

No obstante, en el laboratorio de produccion de entomopatdégenos del area de
Biotecnologia del Ingenio Magdalena S.A., se utilizan los granos de arroz para la
reproduccién de M. anisopliae, ya que en evaluaciones previas ha sido el que
mejor produccion conidial ha presentado. Sin embargo, los granos de arroz
poseen una relacion C:N de 45:1, lo cual es muy alto en la produccion de
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entomopatdgenos, lo cual causa un desbalance en el aporte de nutrientes sobre el
cual se desarrolla el entomopatégeno.

Uno de los nutrientes de los cuales presentan valores no éptimos para el
crecimiento de Metarhizium anisopliae en los granos de arroz quebrado es el
Nitrégeno, el cual le sirve al hongo para la sintesis de aminoacidos y elaboracion
de las diferentes proteinas de su estructura. Esto se ve reflejado en una baja
concentracion de conidios por cada gramo de arroz inoculado y se traduce en una
mayor cantidad de arroz inoculado para la formulacién de una dosis para
aplicacién en campo, lo cual incrementa los costos de produccion al necesitarse
mas insumos.

Actualmente, dentro de las metas del laboratorio de entomopatdgenos es que la
concentracién de conidios por gramo de sustrato sea mayor de 4.5°, sin embargo
esto aun no se ha logrado establecer del todo teniendo valores maximos entre 1.5
y 3.5° conidios/gr, lo cual significa un aumento en los costos de produccién para
una dosis de Metarhizium anisopliae, sobre todo en la cantidad de sustrato.



V. OBJETIVOS

4.1. General

4.1.1. Evaluar la respuesta a la suplementacion con Nitrégeno en diferentes

etapas del proceso de produccibn de 2 cepas del hongo
entomopatdégeno Metarhizium anisopliae en el Ingenio Magdalena S.A.

4.2.Especificos

4.2.1.

4.2.2.

4.2.3.

4.2.4.

Cuantificar la produccion de conidios/gr de 2 cepas hongo M. anisopliae
por efecto de la suplementacién con Nitrégeno en las diferentes etapas
del proceso de produccion.

Cuantificar la produccion de conidios/gr por efecto de la interaccion de
la etapa de suplementacién con Nitrégeno con las dos cepas del hongo
M. anisopliae.

Determinar el porcentaje de viabilidad de los conidios de 2 cepas del
hongo M. anisopliae por efecto de la suplementacion con Nitrégeno en
las diferentes etapas del proceso de produccion.

Determinar el porcentaje de viabilidad de los conidios por efecto de la
interaccion entre la etapa de suplementacion con Nitrdgeno con las dos
cepas del hongo M. anisopliae.
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V. METODOLOGIA

5.1. Localizaciéon

La investigacion se realizo en las instalaciones del laboratorio de produccion de
hongos entomopatdgenos de Ingenio Magdalena S.A., el cual se encuentra dentro
de la finca San Patricio cuya ubicacién geografica se encuentra en el municipio de
La Democracia, al Suroeste de Escuintla a 106 Kildmetros de la ciudad capital.
Esta finca estd ubicada a una altura de 48 msnm, con una latitud Norte de
14°06’14”, longitud oeste de 90°57°39” (Ingenio Magdalena S.A. 2013).

5.2. Condiciones climaticas

Las condiciones climaticas de la Finca San Patricio para los ultimos 5 afios se
detallan en el Cuadro 2:

Cuadro 1. Promedio de variables climaticas de los afios 2009-2013 de la Finca San Patricio.

Variable Valor
a. Temperatura media anual 26.57
(°C)
b. Humedad relativa 78.12 %
c. Direccion del viento (Km/H) 6.64
d. Radiacion solar (W/m?/dia) 19,262.68
e. Precipitaciéon anual (mm) 1,892

Fuente: Estacién Automética Buganvilia, Ingenio Magdalena. S.A.
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5.3. Descripcion de los tratamientos a evaluar

Cuadro 2. Descripcion de los tratamientos a evaluar para la suplementacion con Nitrégeno en
diferentes etapas del proceso de produccién de dos cepas del hongo Metarhizium anisopliae.

% Nitrégeno

Tratamiento Descripcion Cepa
(p/p)
T1 Nitrégeno en la etapa matriz 0.65 BISA-01 2000
0.65
T2 Nitrégeno en la etapa inoculacion BISA-01 2000
0.65
T3 Nitrégeno en la etapa de desarrollo BISA -012000
0 BISA -012000
T4 Testigo sin Nitrdgeno
0.65
T5 Nitrégeno en la etapa matriz PL-43
0.65
T6 Nitrégeno en la etapa inoculacién PL-43
0.65
T7 Nitrogeno en la etapa de desarrollo PL-43
0 PL-43
T8 Testigo sin Nitrogeno

En el Cuadro 2, se detallan los tratamientos evaluados. En total se evaluaron 8
tratamientos, los cuales corresponden a suplementacidon con Nitrogeno en
diferentes etapas del proceso de produccién para las dos cepas ya mencionadas y
sus testigos relativos. Cada tratamiento se replicé 4 veces para hacer un total de
32 unidades experimentales. Cada unidad experimental consistié en una bandeja
plastica de 70 cm de largo por 50 cm de ancho, en la cual se coloco el contenido
de 16 bolsas de Metarhizium previamente esporulado en bolsas de plastico.

En el caso de los tratamientos 4 y 8 (Testigos sin N) consistieron en la
metodologia convencional que se realiza actualmente en el laboratorio.
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5.4. Disefo experimental

Se establecio un experimento con estructura factorial de 2x4 bajo un disefio
completamente al azar debido a que dentro del area de estudio se tiene
homogeneidad de condiciones.

El Modelo estadistico fue el siguiente (L6pez, E. 2008):
Yij=pu+ ai+ pi+ af ij + €ij
En donde:
Yij: respuesta observada en la ij — ésima unidad experimental.
u: Media general de los tratamientos
ai: Efecto del i — ésimo nivel del factor suplementacién
Bj: Efecto del j — ésimo nivel del factor cepa

(aB)ij: Efecto de la interaccion entre el i — ésimo nivel del factor suplementacion vy
el j — ésimo nivel del factor cepa

Eij: Error experimental asociado a la ij — ésima unidad experimental.

5.5. Manejo del experimento

5.5.1. Preparacién del inéculo primario. Para la preparacion de los
in6culos primarios se destinaron los siguientes materiales:

e Cajas Petri de vidrio de 10 cm de diametro
e 1L deagua

e 15 grde agar

e 20 gr de dextrosa

e 70 gr de habas

e Beakers de vidrio de 500 ml

e Autoclave

La preparacion del medio de cultivo para el desarrollo de M. anisopliae consistié
en hervir las habas en el litro de agua hasta ablandarse, luego se removieron las
testas y se procedieron a licuar. Luego de licuarse, la solucion de habas méas agua
se coloco en beakers y se calentaron en una estufa. Cuando la temperatura llego
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a 40 °C se agregaron los 20 gr de dextrosa y los 15 g de agar. Se removieron
constantemente hasta llegar a 70 °C. Luego de esto se sirvieron en las cajas Petri
de vidrio para luego esterilizarlas en una autoclave a una temperatura de 121 °C
durante 30 minutos. Luego de esterilizarse, se agregaron 1 gr de Sulfato de
Estreptomicina y se almacenaron a 4°C en refrigeracion.

5.5.2. Preparacion de las matrices liquidas. Las matrices liquidas
constituyeron la base de la inoculacién de las bolsas de polietileno con los granos
de arroz. Para ello se utilizaron los siguientes materiales:

e Erlenmeyerde 1L

e 1000 ml de agua desmineralizada
¢ Dispersante Tween 80

¢ 25 mg de Cloranfenicol

e 25 mg de Tetraciclina

e 2 grde glucosa

e 5 grde levadura de cerveza
e 2.5 gr de peptona de caseina
e 0.1 gr de saboroud

e Aluminio en laminas

e Algodén humedecido

¢ 1 maquina agitadora

Para elaborar la matriz liquida los 800 ml de agua desmineralizada de vertieron
en el erlenmayer, luego se agregaron los demas ingredientes. Posteriormente, se
procedié a tapar con algodén humedecido y cubrir con aluminio la tapa del
erlenmeyer y se esterilizd en autoclave a 121 °C y 15 PSI durante 40 minutos.
Luego se colocé en una agitadora y se agitd durante 48 horas a 160 rpm. La
solucion se completd con 200 ml de agua desmineralizada para obtener 1 L.

5.5.3. Preparacion del sustrato. El sustrato a utilizado consistio en
granos de arroz, el cual se sometié a un proceso de ablandamiento en agua a 80
°C durante 2 minutos. Posteriormente se escurrid6 para quitar el exceso de
humedad.

Para cada tratamiento, se destinaron 64 bolsas de polietileno trasparentes. Se
pesaron 350 gr de sustrato por cada bolsa y luego estas se engraparon. Las
bolsas con el sustrato se esterilizaron en autoclave a una temperatura de 121 °C y
una presion de 15 PSI durante 30 minutos.
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5.5.4. Inoculacién. Luego de esterilizadas las bolsas se trasladaron
para ser inoculadas. Para ello se utilizaron las matrices liquidas previamente
agitadas. Mediante un inoculador se agregaron 16 ml de la solucién de matriz que
contenia el hongo M. anisopliae a cada una de las bolsas de polietileno con los
350 gr de arroz previamente cocidos y esterilizados.

Después de inoculadas, las bolsas se homogenizaron manualmente para
distribuir el hongo en todo el sustrato.

5.5.5. Desarrollo de micelio. Las bolsas se trasladaron a salas de
desarrollo después de ser homogenizadas. Estas se ubicaron en estantes con una
superficie de duroport. Las condiciones ambientales de la sala fueron de 24 °C
para la temperatura, 60 % de humedad relativa y foto fase de 12:12 L-O. En esta
etapa se realizé la respectiva ruptura de micelio a los 4, 8 y 12 dias después de
inoculadas, lo cual consisti6 en mover manualmente la bolsa y hacer movimientos
de des compactacion, con esto se pretende liberar las esporas que vayan
produciéndose.

5.5.6. Secado. Después de 12 dias en la salas de desarrollo, las bolsas
se trasladaron a la salas de secado. Para ello el contenido de las 16 bolsas se
vacié en bandejas de plastico de 70 cm de largo por 50 de ancho. Estas se
colocaron en estantes de metal con superficie de duroport. La temperatura en esta
etapa de 28 °C y la humedad relativa de 40 % y foto fase de 12:12 L-O. Esta fase
dur¢ 8 dias.

5.5.7. Cosecha. Después del secado del hongo, se procedié a cosechar

y el hongo obtenido se empaco en bolsas de papel kraft de 2 kg. De capacidad y
luego se almacené en cuarto frio a una temperatura de 4°C.

5.6. Aplicacién del Nitrogeno

Se procedi6é a realizar un andlisis bromatolégico a los granos de arroz entero
utilizados en el laboratorio para determinar la relacion Carbono:Nitrégeno. La
fuente de Nitrégeno utilizada fue Urea (46 % de Nitr6geno), la cual se agregé en
una cantidad de 5 gr por cada 350 gr de arroz contenido en las bolsas de
polietileno para mantener una relacion C:N de 30:1 tomando como base el analisis
bromatolégico realizado al sustrato.

Para el caso de la suplementacion en la matriz, el Nitrégeno se agreg6
después de esterilizada en autoclave y se agito las 48 horas en la agitadora.
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En el caso de la suplementacion al momento de la inoculacion, el Nitrégeno se
agrego en el recipiente del inoculador diluido en 200 ml de agua que se utilizaron
para completar la matriz liquida de M. anisopliae.

Por ultimo, el tratamiento de suplementacion en la fase de desarrollo, la urea se
diluyé en agua y se inyectdé a las bolsas por medio de una jeringa estéril la
cantidad de 5 gr por bolsa.

5.7. Variables respuesta

5.7.1. Concentracion de conidios/gr. Para determinar la
concentracion de conidios del hongo M. anisopliae, posterior a la fase de secado,
se tomO6 una muestra aleatoria compuesta de 10 gr de arroz esporulado por el
hongo ya secado en las bandejas de plastico. Estos 10 gr se diluyeron en 1 L de
agua desmineralizada + 1 ml de dispersante Tween 80. Estos se agitaron durante
5 minutos.

Luego de agitado, se hizo una dilucion 0.001 %, para ello se tomd con una
pipeta 1 ml de la solucibn de M. anisopliae y se diluyd en 9 ml de agua
desmineralizada, de esta dilucion se tomé 1 ml y se diluyeron en otros 9 ml de
agua para obtener una solucion final al 0.0001 %.

De la solucién final se tom6 una alicuota de 1 pL, la cual se colocd en una
camara de Neubauer de 8 cuadrantes (solo se contaron las conidios de los A) y 16
campos por cuadrante (Ver Figura 9) previamente lavada. Al llenarse los
cuadrantes, se coloc6 un cubreobjetos con la ayuda de un microscopio 6ptico con
un aumento de 20 x y se contaron los conidios por cada uno de los 8 cuadrantes
de cada uno de los 16 campos. Se realiz6 una lectura para realizar lo
anteriormente descrito. La concentracion de conidios/g se determind mediante la
siguiente formula:

¢ =10,000 * M + 500 * 10 = 10/10

En donde:

M: Promedio de conidios de los 8 cuadrantes
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Figura 10. Diagrama de la camara de Neubauer para realizar el conteo de conidios.
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5.7.2. Porcentaje de viabilidad de conidios. Para determinar la
viabilidad de los conidios, se sembraron 5 alicuotas de cada tratamiento de 5ul de
una suspension de conidios con una concentracién de 10° conidios/ml en medio
Agar Papa Dextrosa (PDA). Luego estas se Incubaron a 20 °C durante 24 horas.
Transcurrido este tiempo, se agregé azul de lactofenol para detener la
germinacion. Se cortd la porcion de agar conteniendo la alicuota de la suspension
de conidios y se colocé sobre una lamina portaobjetos y se observo en el
microscopio. Este procedimiento fue realizado posterior a la fase de secado.

Se registré el nimero de conidios germinados, el criterio para ello consistié en
contar aquellas cuyo tubo germinativo fuera dos veces mayor al diametro del
conidio. El porcentaje de viabilidad se determiné mediante la siguiente férmula:

V= % «100.
Ct

En donde:

V: Porcentaje de viabilidad de conidios
Cg: Total de conidios germinadas

Ct: Total conidios observadas

5.8. Analisis de lainformacion

Las variables descritas anteriormente se sometieron a un andlisis de varianza
(ANDEVA) con la ayuda del paguete estadistico INFOSTAT, version 2012, de la
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Universidad de Coérdoba. Las medias de los tratamientos se sometieron a una
prueba multiple bajo el estadistico de Tukey al 5 % de significancia.



VI. RESULTADOS Y DISCUSION

A. Concentracion de conidios/gr

En el Cuadro 3, se muestran los resultados del analisis de varianza para un
modelo bifactorial en un disefio completamente al azar realizado para la variable
concentracion de conidios/gr, para cada uno de los tratamientos evaluados bajo
este modelo estadistico. Se puede observar que existe significancia estadistica
(P<0.05) tanto en los factores cepa y suplementacion, como en la interaccion de
estas mismas.

Cuadro 3. Andlisis de varianza bifactorial realizado a los tratamientos evaluados.

Variable N R2 R2 Aj CVv
Concentracién 32 0.98 0.97 14.37

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 6.04E+19 7 8.63E+18 153.98 <0.0001
Cepa 4.9116E+17 1 4.9116E+17 8.76 0.0068
Suplementacion 5.03E+19 3 1.68E+19 299.28 <0.0001
Cepa*Suplementacion 9.60E+18 3 3.20E+18 57.08 <0.0001
Error 1.34E+18 24 5.6039E+16
Total 6.17E+19 31

Mientras que, en el Cuadro 4 y Figurall, se muestra el resultado de la
comparacion multiple de medias bajo el estadistico de Tukey a 5 % de
significancia para la variable anteriormente descrita realizado a los tratamientos
evaluados, los cuales constituyen la interaccion entre la cepa del hongo
Metarhizium anisopliae y la etapa del proceso de produccion en que se agreg6
Nitrégeno.

El mejor tratamiento que superé estadisticamente al resto (p<0.05) fue el testigo
sin suplementar de la cepa PL-43 (T8), el cual constituye la metodologia
convencional que utiliza el laboratorio de entomopatégenos de Ingenio Magdalena
para la produccién del micro organismo. En la siguiente categoria estadistica se
encontré que el testigo sin N de la cepa BISA 01-2000 (T4) y la suplementacién en
la etapa de desarrollo en la cepa PL-43 (T8) no difirié estadisticamente. Por ultimo,
estuvieron los tratamientos suplementados con Nitrégeno al 0.65 % p/p (5 gr de
Urea por cada 350 gr de arroz) en la etapa de desarrollo de la cepa BISA 01-2000

27
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(T3) y los suplementados en las etapas de matriz e inoculacion de ambas cepas
(T2, T, T6Y T7).

Cuadro 4. Comparacion estadistica entre los tratamientos evaluados para la variable
concentracion de conidios/gr. Tratamientos con una letra distinta difieren estadisticamente

(p<0.05).
; Concentracion de  Grupo Tukey
Tratamiento Cepa Etapa Conidios/gr (0.05)
T8 PL-43 Sin Suplementacién 4.41° A
T4 BISA 01-2000  Sin Suplementacion 2.87° B
T7 PL-43 Desarrollo 2.39° B
T3 BISA 01-2000 Desarrollo 1.27° C
T2 BISA 01-2000 Inoculacion 1.08° C
T1 BISA 01-2000 Matriz 9.06° C
T5 PL-43 Matriz 1.88° D
T6 PL-43 Inoculacién 1.28° D

Figura 11. Efecto de la suplementacion con Nitrdgeno en las distintas etapas del proceso de
produccién de las dos cepas de M. anisopliae sobre la produccién de conidios/gr.
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Se puede observar de manera general, que los tratamientos de ambas cepas
evaluadas que no recibieron suplementacion con Nitrégeno en alguna etapa del
proceso de produccion superaron estadisticamente a los tratamientos que
recibieron el Nitrégeno, de acuerdo con Tortora (1993) citado por Rodriguez et al.
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(2002), probablemente pudo deberse a las reacciones que provienen del efecto
amonificador de la Urea en el sustrato utilizado, lo cual pudo haber afectado la
fisiologia de la produccion de conidios por parte del hongo. Esto puede
corroborarse con la prueba de medias que abarca el factor suplementacion de
forma individual (Cuadro 5 y Figura 12).

Asi también, especificamente a nivel de cepa, tanto la BISA01-2000 y la PL-43
no se observd un incremento significativo en la concentracidon de conidios/gr
utilizando Urea como fuente de Nitrogeno para la suplementacién de Metarhizium
anisopliae

De acuerdo con Rodriguez et al. (2002), Es posible que el efecto detrimental en
la produccion de conidios en los tratamientos suplementados por Nitrdgeno pueda
deberse al efecto de amonificacion que ejerce la Urea sobre el sustrato sobre el
que se desarrollan los hongos, en este caso el arroz, ya que la amonificacion
aumenta el pH del mismo, lo cual puede causar un efecto fungistatico en algunas
especies de hongos, con lo que esto puede ser aplicable en el caso de
Metarhizium anisopliae de acuerdo con los resultados obtenidos.

Los resultados difieren de lo indicado por Moore (1996), quien cita que la Urea
es una de las mejores fuentes de Nitrégeno para inducir la esporulacién de los
hongos entomopatégenos, por lo cual es conveniente corroborar otras fuentes de
Nitrégeno para validarlo.

Cuadro 5. Comparacién estadistica de la suplementacién con Nitrégeno las distintas etapas del
proceso de produccién de M. anisopliae para la variable concentracion de conidios/gr.
Tratamientos con una letra distinta difieren estadisticamente (p<0.05).

Concentracién de

Etapa Grupo Tukey (0.05)

Conidios/gr
Testigo Relativo 3.63° A
Desarrollo 1.83° B
Inoculacion 6.02° C
Matriz 5.47° C
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Figura 12. Efecto del factor suplementacion con Nitrdgeno sobre la concentracién de conidios/gr
del hongo M. anisopliae.
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Mientras tanto en la Figura 13, se observa la produccién de conidios/gr de
ambas cepas. En el Cuadro 6, se indica que la cepa PL-43 supero
estadisticamente (P<0.05) en cantidad de conidios/gr a la cepa BISA 01-2000 lo
cual demuestra que la cepa PL-43 tiene una mayor capacidad de producir esporas
respecto a la cepa BISA 01-2000 bajo las condiciones del experimento. Lo cual
puede constituir un factor a tomar en cuenta para la produccion masiva del
entomopatdgeno.

Cuadro 6. Comparacion estadistica de las dos cepas de M. anisopliae evaluadas para la variable
concentracion de conidios/gr. Tratamientos con una letra distinta difieren estadisticamente
(p<0.05).

Concentracion de
Conidios/gr

PL-43 1.78° A

Cepa Grupo Tukey (0.05)

BISA 01-2000 1.53° B
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Figura 13. Efecto del factor cepa sobre la concentracion de conidios/gr del hongo M. anisopliae.
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B. Viabilidad

En el Cuadro 7 se aprecia el andlisis de varianza realizado para la viabilidad
de los conidios producidas por los tratamientos evaluados. Existié un efecto
significativo (p<0.05) entre la interaccion de la cepa y la suplementacion y esta
Gltima como un factor independiente.

Cuadro 7. Andlisis de varianza bifactorial realizado a los tratamientos evaluados para la variable
Viabilidad de conidios.

Variable N R? R? Aj cv
% Viabilidad 32 0.54 0.41 4.26

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC gl cM F p-valor

Modelo. 423.68 7 60.53 4.05 0.0046

Cepa 5.53 1 5.53 0.37 0.5486

Suplementacion 171.68 3 57.23 3.83 0.0225

Cepa*Suplementacion 246.46 3 82.15 55 0.0051
Error 358.34 24 14.93

Total 782.01 31
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Por su parte, en la Figura 14, se observa el efecto que tuvo cada uno de los
tratamientos evaluados sobre la viabilidad de las conidios producidas por el hongo
Metarhizium anisopliae. Los resultados se corroboran en el Cuadro 8, en el cual se
presenta los resultados de la comparacion multiple de medias con el estadistico de
Tukey, en el que se aprecia que la interaccion de la Cepa PL-43 sin
suplementacion con Nitrogeno (T8) junto con la suplementacién en la inoculaciéon
de la cepa BISA-01 2000 (T2), mostraron un porcentaje de viabilidad de conidios
superiores al resto de tratamientos.

Cuadro 8. Comparacion estadistica entre los tratamientos evaluados para la variable viabilidad
de conidios. Tratamientos con una letra distinta difieren estadisticamente (p<0.05).

Grupo Tukey

Tratamiento Cepa Etapa % Viabilidad (0.05)
T2 BISA 01-2000 Inoculacion 96.70 A
T8 PL-43 Sin suplementacion 94.84 A
T5 PL-43 Matriz 90.80 AB
T1 BISA 01-2000 Matriz 90.42 AB
T4 BISA 01-2000 Sin suplementacién 90.41 AB
T7 PL-43 Desarrollo 90.25 AB
T6 PL-43 Inoculacion 88.71 AB
T3 BISA 01-2000 Desarrollo 83.74 B

Figura 14. Efecto de la suplementacion con Nitrdgeno en las distintas etapas del proceso de
produccién de las dos cepas de M. anisopliae sobre la viabilidad de conidios.
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En la Figura 15 se observa el efecto del la suplementacion con Nitrégeno sobre
la viabilidad de conidios del hongo Metarhizium anisopliae. La etapa de desarrollo
fue la que mostré la menor viabilidad al mostrar un valor menor al 90 % (86.99 %),
esto es probablemente debido a un efecto inhibitorio por accion de la
amonificacién provocada por la urea utilizada como fuente de Nitrégeno sobre las
conidios producidas en los 4 dias previos a la suplementacion. Mientras que los
dos testigos sin Nitrdgeno junto con la suplementacion en la fase de inoculacion se
mostraron como los tratamientos superiores en cuanto a la viabilidad de conidios
del hongo (ver Cuadro 9).

Cuadro 9. Comparacion estadistica de la suplementacion con Nitrégeno las distintas etapas del
proceso de produccion de M. anisopliae para la variable viabilidad de conidios Tratamientos con
una letra distinta difieren estadisticamente (p<0.05).

Concentracion de

Etapa Grupo Tukey (0.05)

Conidios/g
Inoculacién 92.70 A
Sin Suplementacién 92.62 A
Matriz 90.61 AB
Desarrollo 86.99 B

Figura 15. Efecto del factor etapa de suplementacion con Nitrégeno sobre la viabilidad de conidios
del hongo M. anisopliae.
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Mientras que no se encontré diferencias significativas entre la cepa PL-43 y
BISA-01 2000 para la viabilidad de los conidios, por lo que la variable
concentracion de conidios/gr es mas determinante en este sentido para la
formulacion de las dosis del hongo independientemente de la cepa utilizada (ver
Figura 16 y Cuadro 10).

Cuadro 10. Comparacién estadistica de las dos cepas de M. anisopliae evaluadas para la
variable viabilidad de conidios. Tratamientos con una letra distinta difieren estadisticamente

(p<0.05).
Cepa % Viabilidad Grupo Tukey (0.05)
PL-43 91.15 A
BISA 01-2000 90.32 A

Figura 16. Efecto del factor cepa sobre la viabilidad de conidios del hongo M. anisopliae.
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VII. CONCLUSIONES

La suplementacion utilizando urea como fuente de Nitrdgeno no produjo
una respuesta incremental de la concentracion de conidios/g tanto de la
cepa PL-43 como de la cepa BISA-01 2000 del hongo Metarhizium
anisopliae en las diferentes etapas del proceso de produccién masiva del
hongo al reducir la produccion de conidios respecto a los testigos sin
suplementacion con Nitrogeno.

La suplementacion con Nitrdgeno mostré una reduccion significativa de la
viabilidad de las conidios cuando se realiz6 en la etapa de desarrollo del
hongo Metarhizium anisopliae, mientras que la suplementacion en la etapa
de preparaciéon de la matriz e inoculacién no difirieron estadisticamente de
los testigos sin Nitrdgeno en las dos cepas evaluadas.

. La cepa PL-43 superO estadisticamente en concentracion de conidios/gr
(4.4% a la cepa BISA-01 2000 con unan viabilidad de conidios de 97 % en
la etapa de Inoculacion y 95 % sin suplementacién de Nitrégeno.

La viabilidad de conidios no difirié estadisticamente en las dos cepas
evaluadas.

La interaccion entre la etapa de suplementacion con las dos cepas del
hongo Metarhizium anisopliae evaluadas no mostraron una incidencia
significativa en la concentracién de conidios/gr utilizando Urea como fuente
de Nitrégeno.
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VIll. RECOMENDACIONES

Evaluar otras fuentes de Nitrogeno como Nitrato de Calcio, Nitrato de
Potasio, Sulfato de Amonio y aminoacidos para corroborar el efecto
fungistatico de la amonificacién proveniente de la urea.

Evaluar la suplementacién con Nitrbgeno a otros sustratos distintos a los
granos de arroz para corroborar el efecto sobre la produccién y viabilidad
de conidios del hongo Metarhizium anisopliae.

Evaluar diferentes concentraciones de Nitrdgeno en la suplementacion para
la produccién de Metarhizium anisopliae.

Realizar un analisis bromatolégico de los granos de arroz posterior a la
suplementacion con Nitrogeno y los aditivos de la matriz liquida.
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X. ANEXOS

Figura 17. Andlisis bromatoldgico realizado a los granos de arroz utilizado como sustrato para la
produccién masiva del hongo M. anisopliae en Ingenio Magdalena S.A.
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Cuadro 11. Célculos de la cantidad de Urea por cada 350 gramos de arroz para suplementar

PB FDN FDA LDA EE C
7.49 56.25 22.70 8.00 0.35 54.98

Cantidad por

Bolsa
N Urea Urea
(o N C:N  requerido N por bolsa g/bolsa g/Matriz
54.98 1.80 30.55 1.8 2.11 5.00 320

Cuadro 12. Cronograma de actividades durante la investigacion

Actividad Julio Agosto Enero
Produccion de inéculo primario X

Preparacion del sustrato
Preparacion de matrices
Inoculacion
Desarrollo y ruptura de micelio
Secado
Conteo de conidios/gr
Conteo de viabilidad
Cosecha
Anadlisis de la informacion

Presentacion de resultados X

XXX | XX

XXX | X
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