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PREFACIO

El area de plagas y enfermedades de la cafia de azlcar del ingenio Pantaleén S.A. ha integrado
diversas estrategias para reducir las poblaciones de insectos perjudiciales para el cultivo; dentro de los
cuales, la chinche salivosa es parte. Por ello dentro de los métodos de control se ha aplicado, por méas de
10 afios, el hongo entomopatdgeno Metharhizium anisopliae. Sin embargo, se ha delimitado establecer
las cepas més vigorosas para poder producirse factiblemente y que a su vez; contrarresten los efectos de
dafio causados por el cercépido; pudiendo encontrarse alternativas de control de forma nativa; siendo

éstas ya adecuadas a: condiciones de suelo, clima y manejo de cultivo.

Arazon de pérdida de patogenicidad registrada durante muestreos de aplicaciones durante afios,
en campo abierto, ha sido necesario investigar la posible existencia de diversidad entomopatégena de
agentes fangicos; en fines de incrementar el banco de cepas del area de laboratorios biolégicos del
ingenio, mejorando a su vez los mecanismos de control biolégico para plagas en campo; considerando
las cepas comerciales ya disponibles para comparar ante las cepas encontradas; integrando metodologias

base para futuras investigaciones, contando con historial registrado.

La investigacién realizada delimita la dosis letal media y la virulencia de las cepas estudiadas,
a su vez, la determinacion de produccién de toxinas.
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RESUMEN

El hongo entomopatdgeno Metarhizium anisopliae producido por el laboratorio de hongos de
ingenio Pantaledn, con el paso del tiempo; las cepas comerciales que utilizan: PL-43, NB y BISA han
ido perdiendo su patogenicidad, para el control de cercépidos plaga del cultivo de la cafia de azlcar;
segun (Marquez, 2001) los dafios se estiman en 1.465 kg de az/ha/1 adulto/tallo, lo que conlleva a tener
que utilizar productos quimicos para el control de esta plaga. (Zafra 2013-2014) se utilizé un aproximado
de 6,600 kilos de Thiamethoxam, y un aproximado de 50,000 kilos de Imidacloprid. Pese a los problemas
que presentan las cepas en produccion el costo de producirlas es muy elevado ascendiendo a 8 délares

/dosis y esto por la disminucién en las caracteristicas productivas del hongo dentro del laboratorio.

De la investigacion realizada se obtuvieron cepas con rendimientos considerablemente
aceptables antes sus comparaciones con las cepas comerciales; analizando a cepa Bisa como la mejor
productora ante PL-43 y NB de: conidios/gramo, concentracion y eficiencia de produccién. En contraste
de las cepas nativas, fueron cepas de insectos de chinche salivosa adulta procedentes de la finca Limones
del ingenio y salton coludo de Madre Tierra las de resultados Optimos. Las conjeturas analizadas
partieron de que las caracteristicas productivas podian diferir; obteniendo a la cepa PSA1l con
rendimientos superiores a razén de todas las demas estudiadas, segln cualidades y cantidades; aunque
estadisticamente se puede considerar también a PSA 6 y PSA7 como cepas adecuadas para masificacion.

Siendo de oportunidad para postumas investigaciones.
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I.  INTRODUCCION

El combate bioldgico de plagas en los cultivos agricolas es crucial para garantizar un sistema
agricola sustentable; en el que a su vez se conserva la vida por el uso de agentes naturales para mitigar

las poblaciones de los insectos perjudiciales de las plantaciones.

Es asi como, emplear hongos entomopatégenos resulta positivo para mantener poblaciones de
plagas bajo el umbral de dafio econémico. Existe diversidad en el reino flngico, entre las cuales se
encuentra Metarhizium anisopliae; que se ha empleado para controlar la chinche salivosa de la cafia de
azUcar pero, con el paso de los afios la vigorosidad del hongo puede disminuir haciendo crucial, el
mantenimiento de cepas virulentas y viables de masificacién en condiciones controladas; analizando la
posible existencia de diferencia entre potenciales productivos de cepas comerciales ante cepas nativas,
extraidas de suelo guatemalteco por la adaptabilidad natural existente, y asi fortalecer el banco de cepas

de ingenio Pantaledn S.A.

La metodologia implementada fue a través de insectos trampa, insectos de campo y toma de
suelo en fincas de cultivo del ingenio de las cuales, se extrajeron hongos y se delimité hasta obtener
Metarhizium; que a su vez, se caracteriz0 para distinguir las cepas y asi analizar su produccion de:

conidio/gramo, eficiencia productiva y resistencia antes luz UV.

Siendo, de todas las cepas analizadas las provenientes de insectos de campo de chinche salivosa
y saltén coludo; ambos plaga de la cafia de aztcar los mas eficientes al rendir: 6.09E+09 de concentracién
a 9% de resistencia antes luz ultravioleta como cepa nativa ante 5.93E+09 de la cepa BISA en

concentracion con 83% de rendimiento en luz UV.



Il.  OBJETIVOS

A. Obijetivo general

. Evaluar cepas nativas del hongo entomopatégeno Metarhizium anisopliae, para
aumentar la eficiencia de produccién y parasitismo del insecto plaga Aeneolamia sp, ante cepas

comerciales a nivel de laboratorio.

B. Objetivos especificos

e Aislar cepas nativas de campo del hongo entomopatdgeno Metarhizium anisopliae.

e Calcular el rendimiento de gramos/placa de cada cepa nativa aislada.

e Evaluar la resistencia a luz ultravioleta (UV) de cepas nativas de Metarhizium anisopliae

aisladas de campo.

e Medir la eficiencia de produccion de cada cepa nativa y cepas comerciales.

e Evaluar rendimiento de concentracion/gramo de cepas nativas de Metarhizium anisopliae

aisladas de campo.

e Determinar el costo de produccién de cada una de las cepas nativas y comerciales.



l1l. JUSTIFICACION

La chinche salivosa actualmente es uno de los problemas mas serios en la industria cafiera,
(Marquez, 2001), por cada adulto por tallo se pierde 5.82 kg de azdcar/ton métrica, en una edad critica
de 6 a 8 meses, lo que conlleva a pérdidas econémicas al no controlar esta plaga. Actualmente el Ingenio
Pantaledn S.A. maneja 52000 hectareas, las cuales estan destinadas para la produccion de cafia de azlcar,
sin embargo el manejo de chinche salivosa se da en alrededor de 35000 hectéreas, esto representa un

67.3% del area total bajo manejo.

Una de las principales herramientas para el control de esta plaga es la utilizacion del hongo
entomopatogeno Metarhizium anisopliae, el cual ha sido usado por mas de 20 afios para el control de la

misma.

En el laboratorio de hongos de Ingenio Pantaledn se produce este hongo para controlar las
poblaciones de la chinche salivosa en campo, y con ello reducir los dafios ya mencionados para el grupo
productor, pero con el paso del tiempo las cepas comerciales que se utilizan han ido perdiendo su
patogenicidad en campo; ademés de su capacidad productiva dentro del laboratorio, aumentando asi el
costo de produccion por dosis en cada ciclo; cabe mencionar que los pardmetros para dicho hongo estan
fijados en concentracion/gramo: 5E9, viabilidad: 97%, eficiencia de produccién: 90%, costo de
produccién/dosis: 3.83 ddlares, entre otros, obteniéndose en promedio en la Gltima produccién, 2014-
2015, concentracién/gramo: 3.82E9, viabilidad: 96%, eficiencia de produccién: 75%, costo de
produccién/dosis: 8 ddlares, los cuales son valores alarmantes para el grupo productor, ya que se invierte

mucho en su masificacién y no se obtienen los resultados de rendimiento paralelos a los esperados.

Por todos estos aspectos surge la necesidad de realizar esta investigacion, con el propésito de aislar
y caracterizar cepas nativas del hongo que superen los pardametros establecidos en produccion, a su vez
que logren reducir los dafios ocasionados por el insecto plaga, chinche salivosa, también este proyecto
ha de enriquecer el banco de cepas del laboratorio de hongos de Ingenio Pantaledn, y tendran una base
s6lida para futuras investigaciones relacionadas al tema debido a que cada proceso establece una
metodologia clara, que puede ser replicada. Se analizaré la pérdida de parasitismo que han tenido las
cepas comerciales, aumentando el control de la plaga de chinche a través del uso de cepas mas resistentes,
adaptadas al ambiente y agresivas en cuanto al parasitismo que presenten. Con esto se ha de lograr una

rotacion de especies y controlar la dindmica poblacional de la plaga.



IV. MARCO TEORICO

A. Plagas que afectan el follaje en cafia de azucar

Entre algunas de las principales plagas de la cafia de azlcar en Guatemala se encuentran las

siguientes:

. Gusano taladrador (Diatraea saccharalis)

. Gusano medidor (Mocis latipes)

. Picudo del pseudotallo, picudo rayado (Metamasius hemipterus)

. Taladrador menor de la cafia de azlcar (Elasmopalpus lignosellus)
. El salivazo de la cafia de azlcar (Aeneolamina sp.)

(Infoagro, s.f.)

B. Manejo integrado de la Chinche salivosa (Homoptera: Cercopidae)

Esta plaga, se extiende desde el sur de los Estados Unidos hasta el norte de Argentina y se conoce
con varios nombres de acuerdo al lugar o pais "salivazo" o "mion" en Colombia, "candelilla" en
Venezuela; "mosca pinta" en México y “cigarrinha™ en Brasil, el salivazo 0 mosca pinta (Aeneolamia
sp.) La caracteristica principal de esta plaga es la gran cantidad de espuma similar a la saliva, de ahi su
nombre de salivazo. Esta espuma, es lo que protege al insecto en su etapa de ninfa, y esta constituida por

residuos de jugos nutritivos de la planta y exudaciones del insecto. (biobaro.com, s.f.)

En América Central se encuentran los géneros de Aeneolamia y Prosapia. Esta plaga puede llegar a
provocar reducciones significativas de hasta el 60% en los rendimientos. Segin (Marquez, 2001) el factor
de pérdida por esta plaga es de 8.21 TCH/ 1 adu/tallo, 5.82 kg de azUcar/ton métrica y un indice de dafio
de 1465 kg az/ha/l adu/tallo.

Los adultos son de habitos crepusculares nocturnos y durante el dia se encuentran escondidos en el
cogollo y vainas de las hojas de la cafia de azlcar, la duracién del ciclo varia de los 40 a los 50 dias segun

la especie.

Aeneolamia postica y Prosapia simulans son las especies de importancia en el cultivo de cafia de

azucar, con el 96 y 4 por ciento de abundancia, respectivamente (Marquez, 2001).



C. Daiios causados

El mayor dafio lo ocasionan los adultos a las plantas; tienen un aparato bucal picador chupador que
introduce en la hoja, localiza una vena y al momento de succionar los alimentos inyecta su saliva la cual
es toxica, interfiriendo con la actividad fotosintética. La saliva del adulto es lo que gradualmente ocasiona
la muerte de las hojas. Las ninfas, se alojan en la base del cuello de la raiz, alimentandose de la savia que

extraen de las raices superficiales y cubriéndose de espuma en forma de saliva.

D. Ciclo de vida

El apareamiento de los insectos (macho y hembra), ocurre de 48 a 72 horas después de emergido el

adulto, y las hembras se aparean solamente una vez en su vida.

El nimero de huevecillos que oviposita cada hembra, varia de 39 hasta un maximo de 150. La
incubacion de los huevecillos que son puestos en los meses del verano, requiere generalmente de 10 a 15

dias.

En las condiciones de temperatura y humedad predominantes durante los meses del verano en los
cafiaverales (30° a 37°C y mas de 70% de humedad relativa), el estado de la ninfa o salivazo tarda de 19
a 27 dias.

Los insectos adultos viven de 1 a 2 semanas, tiempo en que tiene lugar el apareamiento y se
alimentan del jugo de las hojas de la planta, se estima un periodo de 6 a 7 semanas para el ciclo completo
(huevecillo, ninfa y adulto) de los insectos de la Segunda y tercera generaciones, bajo las condiciones de
lluvia y humedad prevalecientes en la cuenca del Papaloapan, durante los meses de julio a septiembre
(Zeno, 2006)

1. Huevos. En huevos de P. simulans se observan cuatro fases de desarrollo (S1, S2, S3 y S4)

y son distinguibles por su tamafio y apariencia externa.

Los huevos de salivazo recién ovipositados presentan una coloracion amarillo cremoso, no
distinguiéndose ninguna estructura en especial, son alargados con una longitud promedio de 1 mmy 0.3
mm de diametro, con superficie lisa. El tamafio de los huevos, tanto el ancho como el largo, se
incrementan significativamente al pasar de una fase a otra y la duracion promedio del estado de huevo
es de 18 dias. La humedad relativa influye notablemente en la duracion del periodo de incubacion; en
condiciones de humedad del 80 6 90% y temperatura de 26 °C los huevos incuban en un periodo de 15
dias, con un rango de 12 a 18 dias; en condiciones de baja humedad relativa el periodo de incubacién
puede prolongarse a 20 6 30 dias, y en ocasiones se inhibe la incubacion y los huevos entran en diapausa,

que puede durar varios meses, hasta que las condiciones sean favorables. (Zeno, 2006)



2. Ninfa. Las ninfas recién eclosionadas estan desprovistas de zonas quitinizadas, son sumamente
activas e inmediatamente buscan refugio en las partes himedas y sombreadas de la base de las plantas e
inician su alimentacion, situdndose generalmente en las raices secundarias o tallos de la planta hospedera,
generalmente la posicidn de alimentacién es con la cabeza hacia abajo. Se caracterizan principalmente
por la masa de espuma o “saliva” que producen que sirve de defensa de enemigos naturales y como
proteccion de condiciones climaticas adversas. La produccion de espuma la llevan a cabo una vez que
inician su alimentacion, en el transcurso de 5 a 15 minutos, ya que en un tiempo mayor y condiciones

adversas de temperatura y humedad, les causaria la muerte por desecacién (Bodegas Varela, 1973).

La espuma es formada por una sustancia de consistencia mucilaginosa que es secretada por glandulas
hipodérmicas grandes, que estan situadas a nivel de la region pleural del séptimo y octavo segmento
abdominal y se denominan “glandulas de Batelli”. La sustancia que secretan esta compuesta en su mayor

parte de un aminoaztcar y por el exceso de liquido que extraen de la planta (CIAT 1982).

En aproximadamente 10% de las espumas cohabitan ninfas que varia de 2 a 5 ocupantes y el diametro

de la espuma es de 3.5 centimetros (Zeno, 2006).

3. Adulto. El adulto presenta inicialmente un color blanco y permanece inmévil durante varias

horas dentro de la masa espumosa. Al contacto con el aire, el cuerpo y las alas van adquiriendo lentamente

su coloracion normal por oxidacion de sus pigmentos (CIAT, 1982).

El macho de Aeneolamia sp. mide de 7 a 8 mm de largo y la hembra es ligeramente mas grande, sus
dimensiones son de 8 a 9 mm de largo y de 5 a 6 mm de ancho. El cuerpo tiene una forma oval, la cabeza
es de color obscuro o negro brillante, tiene ojos simples (ocelos) muy cercanos uno del otro, aparte de
los ojos compuestos que se encuentran desarrollados. Las antenas estan formadas por tres segmentos, el
altimo es muy corto y esta provisto de dos cerdas. Las alas anteriores (superiores o primer par de alas)
son mas gruesas que las inferiores, tienen color café oscuro y en algunas especies las atraviesan dos
bandas transversales de color amarillo claro, las alas inferiores son de consistencia membranosa. Las
patas son de color obscuro, el abdomen estd formado por nueve segmentos visibles, los dos primeros se
encuentran reducidos. El tiempo promedio de vida del adulto es variable dependiendo de la especie; para
Prosapia simulans el promedio es de 16.5 dias y la duracion por sexo es de 15.3 dias para machos y 17.9

dias para las hembras. (Zeno, 2006)

E. Control bioldgico

Una de las razones mas importantes para restaurar y/o mantener la biodiversidad en la agricultura,
es que presta una gran variedad de servicios ecolégicos. Uno de estos servicios es la regulacion de la
abundancia de organismos indeseables a través de la depredacién, el parasitismo y la competencia.
(Menezes, 1983).



En este sentido, la aplicacion del control biolégico por medio de entomopatdgenos puede ser
considerada como una estrategia valida para restaurar la biodiversidad funcional en ecosistemas agricolas
(Zeno, 2006).

1. Uso de hongos entomopatogenos en el control bioldgico. Los hongos
entomopatogenos tienen un gran potencial como agentes controladores, constituyendo un grupo con mas
de 750 especies, diseminados en el medio ambiente y provocando infecciones fungosas a poblaciones de
artropodos. Entre los géneros mas importantes estdn: Metarhizium, Beauveria, Aschersonia,
Entomophthora, Zoophthora, Erynia, Eryniopsis, Akanthomyces, Fusarium, Hirsutella, Hymenostilbe,

Paecelomyces y Verticillium (Pucheta Diaz et al. 2006).

Los hongos entomopatdgenos poseen extrema importancia en el control microbiano de insectos
plaga, virtualmente todos los Ordenes son susceptibles a las enfermedades fungosas y existen
aproximadamente 700 especies de hongos entomopatdgeno, y alrededor de 100 géneros (leger et alii,
1988).

a. Ciclo de vida de Metarhizium anisopliae. En general, los hongos entomopatégenos
desarrollan las siguientes fases sobre su hospedante: germinacion, formacién de apresorios, formacién

de estructuras de penetracion, colonizacion y reproduccion.

El proceso se inicia cuando la espora o conidia 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 germinacion ocurre
aproximadamente a las 12 horas post-inoculacién y la formacién de apresorios se presenta de 12 a 18

horas post-inoculacion (Vicentini y Magalhaes, 1996).

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. EI mecanismo quimico consiste en la accidn enzimatica, principalmente proteasas, lipasas y
quitinasas, las cuales causan descomposicion del tejido en la zona de penetracién, lo que facilita el

ingreso del hongo. (Zeno, 2006)

Recientes estudios con Metarhizium anisopliae demostraron claramente que la proteasa es el factor

clave en la penetracion a la cuticula del insecto por el hongo (St. Leger et alii, 1988).

La cuticula esta formada en un 70% aproximadamente de proteinas, lo que explica que sean las

proteasas mas importantes que las quitinasas. (leger et alii, 1988).

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 inoculacion. A



partir de la colonizacidn se forman pequefias 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 (Hajek y Leger, 1994).

Otra forma mediante la cual el hongo puede causar la muerte del insecto, es mediante la produccion
de toxinas. Los hongos entomopatogenos tienen la capacidad de sintetizar toxinas que son utilizadas en
el ciclo de la relacion patdgeno-hospedante. Entre estas toxinas se han encontrado dextruxinas,
demetildextruxina y protodextruxina, las cuales son sustancias de baja toxicidad, pero de mucha

actividad tdéxica sobre insectos, acaros y nematodos (Sandino, 2003).

Las destruxinas afectan varios organelos tales como mitocondria, reticulo endoplasmico y
membrana nuclear, paralizando las células y causando disfuncidn del intestino, tibulos de Malpighi,
hemocitos y tejido muscular. La esporulacidn ocurre en 2 a 3 dias, dependiendo de las condiciones de
temperatura y humedad relativa del ambiente. La infeccidn por el entomopatégeno puede ser afectada
principalmente por la baja humedad relativa y por la falta de habilidad para utilizar los nutrientes
disponibles sobre la superficie de la cuticula 6 por la falta de factores necesarios para el reconocimiento
de un hospedero susceptible o sitio de infeccion penetrable. El reconocimiento de un hospedero
susceptible involucra signos quimicos y topogréficos. También puede fracasar la invasion del hongo por
la presencia de compuestos inhibitorios tales como fenoles, quinonas y lipidos en la superficie de la

cuticula (Hajeck y Leger, 1994).

Los insectos enfermos presentan cambios de conducta, entre ellos cese de la alimentacion, perdida
de coordinacion, movilizacion a partes altas de la planta en que se encuentran 0 movilizacion hacia la
superficie del suelo en caso de insectos del suelo y sintomas como cambio de coloracion del tegumento
0 manchas en la piel. Después de morir, permanecen como cadaveres presentando los signos
caracteristicos como son crecimiento del hongo en las zonas intersegmentales del insecto y una

coloracion verde por efecto de las esporulaciones. (Lecuona, 1996).



V. MARCO METODOLOGICO

A. lera. Fase. Recoleccion de muestras de suelo e insectos con sintomas
de parasitismo del hongo, para posteriormente realizar aislamientos del

mismo.

1. Ubicacion de la evaluacion

a. Fase de incubacion. La evaluacion en fase de incubacion de los hongos obtenidos, bajo
condiciones de laboratorio, se llevé a cabo en la sala de transferencia del area de fito patologia del Centro
Guatemalteco de Investigacion y Capacitacion de la Cafia de Azlicar (CENGICANA), ubicado en las
coordenadas 14°19’48” latitud norte y 91°03'16” longitud oeste.

b. Fase de campo. La colecta de muestras de suelo e insectos con sintomas de parasitismo en
campo se realizé en fincas ubicadas en los cuatro estratos altitudinales: alto, medio, bajo y litoral. Los
insectos colectados fueron: adultos de chinche salivosa Aeneolamia sp, Prosapia sp.y adultos de saltén
coludo (Saccharosydne sp). Las fincas seleccionadas para la blsqueda de los insectos, fueron las mismas

de donde se tomaron las muestras de suelo.

Tabla 1. Ubicacion georeferencial de las fincas para extraccion de muestras

Nombre de la finca Coordenadas

El Balsamo 91°16° 92 W 14° 14’ 25.486° N

] 90° 59°24.33> W 14°18° 50.24° N
Pantaledn

San José Miramar | 90°57°21.71”” W 14° 16’ 55.13” N
San Bonifacio 91°2°34.71” W 14° 15> 52.57”’N

Limones 91°4°>20.01 W 14°9> 14.17” N
El Badl 91°1°42.95” W 14°22° 11.84” N
UVG Campus Sur 91°03'16” W 14°19'48” N
CENGICANA 91°03'16” W 14°19'48” N

Fuente: autor

La recoleccién de muestras de suelo se efectud entre surcos de cafia de azlcar en crecimiento

durante las primeras horas luz del dia, segun el procedimiento siguiente:
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1) Extraccidn de muestras de suelo

e ldentificar el punto de muestreo.

e Delimitar el lote a muestrear a 10 metros cuadrados.

e Dentro de los 10 metros cuadrados seleccionar 3 puntos al azar.

e Eliminar el rastrojo superficial y piedras.

e Extraer la muestra equivalente a 2 kg de los primeros 15 centimetros de suelo, (esto se hara en
cada uno de los tres puntos seleccionados) y colocarlos en una bolsa o recipiente identificado con los
datos correspondientes.

e Llevar al laboratorio para realizar aislamientos.

2) Colecta de insectos con sintomas de parasitismo. Se realizé en el mismo intervalo de
tiempo que las muestras de suelo, segun los lineamientos

e Contar con recipientes adecuados para el almacenamiento (vial).

e Observar entre la parte basal de las hojas de los entrenudos de la cafia de azUcar.

e Si hay presencia de adultos de chinche salivosa, solamente se tomaran insectos con sintomas de
parasitismo (presencia de micelio, insectos momificados y con poca movilidad), evitando seleccionar
aquellos que estén depredados y acuosos.

e Colocar un individuo por vial.

e ldentificar cada insecto con la fecha de colecta y el lugar.

e Trasladar al laboratorio.

e Proceder a colocar en cdmaras hiimedas.

3) Preparacién de camaras humedas

e Cortar papel servilleta o toalla a la medida de la placa Petri que se desea utilizar.

e Colocar el papel dentro de la placa Petri.

e Colocar dentro de la placa Petri dos porta objetos en forma de cruz (esto es para colocar los
insectos).

e Colocar una bholita de 1 cm de algodén dentro de la placa (esta servira para humedecerla y
mantener la humedad dentro del cdmara).

e  Esterilizarlas por 10 minutos a 121°C.

e Colocar los insectos recolectados dentro de las camaras himedas (5 por cAmara).

e Incubarlas a 26 — 28°C.

e Humedecer el algodén cada dia por 12 dias (este lapso de tiempo es suficiente para observar la
esporulacion del hongo sobre el cuerpo del insecto)

e Aislar las esporas del hongo que crezcan sobre la superficie del cuerpo del insecto.
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B. 2da. Fase realizacion de aislamientos de las diferentes muestras

obtenidas en campo

1.

Preparacion de las muestras de suelo para su inoculacion en el medio selectivo

La metodologia implementada fue:

Pesar 10 gramos de suelo. (Por cada muestra)

En un Erlenmeyer medir 100 mililitros de agua esterilizada.

Agregar los 10 gramos de suelo al Erlenmeyer con el agua estéril.

Agitar en un agitador a 160 rpm (revoluciones por minuto), por tres horas.
Tomar 1 mililitro de cada muestra y colocarla en las placas con medio de cultivo.
Agitar con varilla doblada.

Incubar a 26 — 28 °C por 8 dias.

Aislar las cepas que se desarrollen, en un nuevo medio de cultivo.

Preparacion del medio de cultivo

Pesar 20 gramos de dextrosa.

Pesar 18 gramos de agar-agar.

Pesar 10 gramos de peptona de caseina.

Medir 500 ml de agua desmineralizada en un Erlenmeyer.
Mezclar la dextrosa, peptona de caseina y agar-agar en los 500 ml de agua desmineralizada.
Esterilizar por 10 minutos a 121 °C.

Dejar que enfrie (como maximo debe estar a 36 °C)
Agregar 250 mg de tetraciclina.

Agregar 250 mg de Gentamicina

Agregar 250 mg de Cloranfenicol.

Agregar 1 gota de mertect 50 sc (con una pipeta de Pasteur).
Agitar el medio (con la mano).

Verter en las placas previamente esterilizadas a 121°C, por 10 minutos (llenar media placa con

el medio).

Dejar que solidifique.

Tapar las placas para posteriormente usarlas.

Durante el tiempo de incubacion se revisaron las placas diariamente para observar el desarrollo

fangico sobre el medio de cultivo, descartando aquellas placas que presentaban cualquier otro hongo

distinto al evaluado (Trichoderma sp, Penicillium sp, Paecilomyces sp, Aspergillus sp).
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Péstumo a los 12 dias de incubacion de los insectos, se multiplico el hongo desarrollado en

aislamientos de medio de aba.

3. Preparacion medio de haba

Cocer 75 g de Habas secas en 500 ml de agua desmineralizada,

Afadir 10 g de Dextrosa y 15 g de agar.

Aforar a un litro con agua desmineralizada en una licuadora.

Licuar por 3 minutos.

Verter en un Erlenmeyer de 1000 ml (500 ml en uno y 500 ml en otro).

Esterilizar a una presion de 18 Ib/in2 y una temperatura de 120°C.

Cuando tenga una temperatura de 60°C, afiadir 500 mg de Cloranfenicol o 500 mg de

Gentamicina.

Con la ayuda de agujas de diseccién estériles, se procedi6 a tomar esporas del hongo, para ello se

toco el insecto con la punta de la aguja y luego se dispusieron tres puntos en forma triangular sobre la

placa, conteniendo el medio de cultivo de aba.

Se incubaron las placas con el hongo aislado a una temperatura de 26 — 28 °C, y un tiempo de 12

dias. Dicho material fue colocado de cabeza sobre una mesa y se observo todos los dias para analizar su

desarrollo y descartar placas con presencia de otros hongos.

4. Técnica de insectos trampa para extraccion del hongo. Los insectos trampa escogidos

fueron Gallerias mellonela, reproducidos de forma masiva en los laboratorios de Pantaleon,

considerando que este insecto es altamente susceptible a hongos entomopatdgenos, inhibiendo el

desarrollo de cualquier otro hongo que no cumpla con esta caracteristica.

a.

Técnica de insectos trampa

Colocar 10 Gallerias en un recipiente plastico con tapa.
Agregar 800 gramos de suelo sobre ellas.

Darle vuelta al recipiente a cada 24 horas (en este tiempo las Gallerias deberian atravesar toda

la muestra de suelo y llegar a la superficie).

Dejarlas hasta los 10 dias.

Recolectar las larvas del recipiente o pupas.

Colocar las larvas en cdmaras himedas sin ser previamente lavadas.
Si ya son pupas eliminar el capullo y colocar en cdmaras hiumedas.
Incubarlo a 26 — 28°C por 12 dias.

Realizar la siembra de los insectos parasitados en medio de haba.
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C. 3ra. Fase: Comparacion de las cepas obtenidas de las diferentes

muestras ante las cepas comerciales

En placas con medio de cultivo de haba se aislaron las cepas comerciales provenientes del silica gel,

también se multiplicaron las cepas nativas de insectos para su posterior comparacion.

1. Comparacion de cepas

e Contar con placas contiendo medio de cultivo de haba.

e  Poseer aislamientos de todas las cepas a comparar.

e Hacer una linea divisoria con un marcador en la parte de atras de la placa identificando cada
cepa.

e Con una aguja de diseccidn estéril, tocar una vez las esporas de la cepa comercial y colocarla
sobre el lado identificado de la placa seleccionada.

e Con otra aguja de diseccion estéril, tocar la otra cepa que se desea comparar y colocar sobre su
respectiva identificacion sobre el medio de cultivo.

e Colocar de cabeza las placas sobre una mesa con luz continua y una temperatura de 26 - °C28.

e Observar el desarrollo de las colonias.

e Técnicamente si las dos colonias se unen es la misma cepa, si se forma una linea divisoria entre

ambas colonias es una cepa distinta.

D. 4ta. Fase: Almacenamiento de las cepas nativas comprobadas que no

son ninguna de las 3 cepas comerciales

Se realiz6 la técnica de silica gel para almacenar las cepas nativas encontradas

e Pesar 4 gr de silica gel en un vial.

e Hornear por 2 horas a 170 °C.

e Esterilizar una mezcla de leche menor al 4% de grasa (10gramos de leche en 100 ml de agua
desmineralizada y esterilizada) en autoclave a 121 °C por 10 minutos.

e Dejar enfriar.

e Verter 20 ml de la mescla de leche en un beaker de 250 ml.

e Deuna placa llena de esporas del hongo raspar la mitad de la placa con una varilla doblada.

e Aplicar las esporas en la solucion de leche en el beaker.

e Agitar la mezcla con una varilla doblada

e Tomar 1 ml de dicha mezcla con una pipeta serolégica de 1 ml y aplicarlo al vial conteniendo

el silica gel.
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e Agitar el vial fuertemente con la mano tratando de despegar las perlas de silica gel.
e  Colocar el vial en un recipiente con hielo por 1 minuto.

e  Agitar nuevamente y volver a colocar en el recipiente con hielo.

e Por terceray Ultima vez agitar el vial y sellar con parafilm.

e Almacenar los viales a una temperatura de 4°C.

Con esta técnica las cepas podran permanecer aproximadamente por 4 afios viables, para su posterior

uso.
E. 5Sta. Fase: Caracterizacion de las cepas nativas y cepas comerciales

1. Elaboracion de R1 (Réplica 1). Dentro de una camara de flujo laminar y con la auxilio de
una pinza estéril se procedid a extraer tres perlas de silica gel de cada vial conteniendo las cepas, se
coloc6 en una placa con medio de cultivo de haba, identificada con la cepa y fecha de siembra, se incub6
a 26 - 28°C por 12 dias; las placas fueron colocadas en una mesa boca abajo con luz continua. Los R1

elaborados fueron de todas las cepas, tanto nativas como comerciales.

2. Elaboracion de R2 (Réplica 2). Péstumo a los 12 dias de incubacion de los R1, se procedi6
arealizar los R2, que consisti6 en utilizar una aguja de diseccion estéril para extraer las esporas del hongo
de cada cepa, tocando una colonia de hongo con la punta de la aguja, se llevo hacia el medio de cultivo
de haba colocandola en el centro de la placa en dos puntos diferentes, posterior a esto se difuminé toda
la superficie del medio con una varilla doblada estéril, esto con la finalidad de expandir las esporas del
hongo sobre la parte superficial del medio de cultivo, favoreciendo a su esporulacion. Todo este
procedimiento se llevo a cabo dentro de una cdmara de flujo laminar. Las placas sembradas fueron
colocadas sobre una mesa boca abajo, luz continua e incubadas a 26 — 28°C por 12 dias, se revisaron las
placas todos los dias a partir del dia 4 de incubacién, para observar posibles contaminantes.

3. Efecto de la luz ultravioleta sobre la germinacion de las cepas nativas y

comerciales. Para ello se preparé medio de cultivo de Agar-Agar, inoculado con una suspension de
cada cepa a 0.5 gramos en 100 ml de agua estéril, se esparcié con una varilla doblada y luego a la luz
germicida de 254 nandmetros de longitud de onda, esta prueba se realiz6 en un tiempo de 0 a 360
segundos. Con intervalos de 60 segundos, posteriormente se incubaron todas las placas por 16 horas para

realizar el conteo de conidios germinados y no germinados.

4. Medicion de rendimiento de gramos/placa. Con todas las R2 obtenidas de las cepas
nativas y comerciales, dentro de una camara de flujo laminar, se procedio a raspar el hongo contenido en
el medio de haba, esto se efectué con un raspador de conidio pesando el hongo raspado en una balanza

semi analitica.
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Inoculacién de sustrato y desarrollo de cepas nativas y comerciales. Preparacion

de sustrato (arroz precocido)

Pesar 170 gramos de arroz precocido en una bolsa de poli propileno.
Agregar 150 ml de agua desmineralizada estéril a la bolsa con el arroz.
Engrapar las bolsas (4 grapas por bolsa).

Esterilizar a 131 °C las bolsas.

Eliminar los grumos que se generan en el arroz.

Dejar enfriar hasta los 36°C como maximo para inocular.

a. Matrices liquidas 72 horas de agitacion e inoculacién de las mismas

Pesar 22 gramos de dextrosa, 2.5 gramos de peptona de caseina y 10 gramos de extracto de

levadura.

En un beaker de 1000 ml medir 800 ml de agua desmineralizada y autoclaveada.

Aplicar la dextrosa, peptona de caseina y extracto de levadura en los 800 ml de agua

autoclaveada.

6.

Mover hasta diluir la mezcla con una varilla doblada estéril.

Colocar la mezcla en un erlenmeyer de 1000 ml.

Tapar con papel aluminio el erlenmeyer.

Esterilizar la matriz por 1 hora a 131 °C.

Dejar enfriar dentro de una cdmara de flujo laminar o en sala libre de contaminacion.
Raspar 2 placas R2 de la cepa deseada y pesar 1.2 gramos.

Inocular la matriz ya fria 0 a 36°C con la cantidad pesada de hongo.

Colocar en un agitador a 162 rpm por 72 horas.

Inoculacion de sustrato. Con las bolsas ya preparadas y enfriadas fue necesario proseguir

con lo siguiente:

Se seleccionaron las matrices ya inoculadas y agitadas, por medio de control de calidad visual en un

microscopio se muestrearon todas las matrices con las diferentes cepas, con una pipeta de Pasteur y un

bulbo se extrajo un poco del contenido y se colocd una gota en un porta objetos y cubre objetos para su

examinacion, para detectar posibles contaminantes en las matrices y descartarlas. Una vez revisadas

fueron separadas por cepa y se inocularon en el sustrato.

Dentro de una camara de flujo laminar con la ayuda de una jeringa inoculadora se midieron 18cc de

matriz y se aplicd a las bolsas de sustrato estéril, se agitaron las bolsas para homogenizar y fueron

Ilevadas a la sala de transferencia donde fueron incubadas a una temperatura de 26 — 28°C, humedad

relativa de 80 — 90% y un fotoperiodo de 48 horas oscuridad y luz continua, por 14 dias. En este lapso
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de tiempo a cada 4 dias se removié el sustrato para oxigenar el indculo y que a su vez el indculo se
desarrolle favorablemente; estimulando la esporulacién a los 4 y 8 dias y eliminar bolsas contaminadas

por otros hongos, bacterias u otros contaminantes; como levaduras.

El sustrato que se utiliz6 para la prueba fue arroz precocido y esterilizado, utilizado ademas para la
preparacion de las matrices liquidas de 72 hrs de agitacion (blastosphoro) segin metodologia empleada
en el laboratorio, a cada matriz se le inoculara una cantidad de 1.2 gramos de conidio fresco, se utilizaron
18cc de indculo para cada bolsa de sustrato conteniendo 350gr y se llevé a desarrollo para que cumpliera
su ciclo, a 26°C — 28°C de temperatura con humedad relativa de 70%-80% y un fotoperiodo de 48 horas
oscuridad y luego luz continua, hasta cumplir su ciclo de incubacion el cual const6 de aproximadamente

12 — 14 dias, esto dependi6 del desarrollo de cada cepa.

7. Medicion de la eficiencia de produccion de todas las cepas. Al cumplirse los 14 dias
de incubacion de las bolsas, se procedio a realizar su cosecha y se contabiliz6 las bolsas totales por cepa.
a. Estimacion de eficiencia de produccién. Férmula 1.

. . ., Bolsas cosechadas
Eficiencia de producciéon = * 100
Bolsas totales

Fuente: Pantale6n S.A.

b. Secado del hongo. Posterior a ser cosechadas todas las bolsas de sustrato,
conteniendo el hongo de cada cepa inoculada, fueron trasladas a otra sala donde se procedi6 a romperlas
con una tijera y se colocaron 4 bolsas por bandeja, esto se realiz6 por cada cepa. Esta sala permanecié a
una temperatura de 26 — 28 °C y un deshumificador, hasta que el hongo tuvo un 17% de humedad para

poder ser almacenado en frio.

c. Caélculo de humedad del hongo

e  Pesar 1 gramo de sustrato

e Anotar el peso inicial.

e Colocar la muestra por 30 segundos en un horno.

e Anotar el peso.

e Colocar la muestra nuevamente por 30 segundos en el horno.

e Anotar el peso nuevamente.

o Realizar este procedimiento hasta que el peso final se vuelva constante.

e Calcular la humedad en base a la férmula 2.

Peso inicial — Peso final
Humedad = — * 100
Peso inicial

Fuente: Pantaledn S.A.
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d. Medicién del rendimiento de conidios/gramo.Con el sustrato de cada cepa al 17% de

humedad se procedié a tomar muestras individuales de cada cepa, para que con ayuda del area de

conformidad del laboratorio de Pantaledn S.A. se determinara su rendimiento de conidios/gramo.

1) Procedimiento:

Sacar una muestra homogeénea del lote (10%) del total de bandejas.
Colocar la muestra en una holsa de polipropileno.

Homogenizar la muestra.

Pesar 10 gramos de muestra de hongo.

Medir 100 ml de agua desmineralizada con una probeta.

Colocar en un beaker de 250 ml los 10 gramos de muestra de hongo.
Agregarle los 100 ml de agua desmineralizada.

Colocarle un magneto a la solucién.

Agitar por 10 minutos.

En 3 tubos de ensayo colocar en dos de ellos 9 ml y en el otro 2 ml (segun lo concentrado de la

muestra, puede ser 1 ml).

Iml.

De la muestra agitada por 10 minutos tomar 1 ml y colocarlo en uno de los tubos conteniendo

Agitarlo en un vortex por 3 minutos.

De esta dilucién tomar 1 ml y colocarlo en el otro tubo conteniendo 9 ml.
Agitar por 3 minutos en un vortex.

De esta dilucién tomar 1 ml y colocarlo en el tubo que contiene 2 ml.
Agitar por 3 minutos en el vortex.

De esta Gltima dilucion hacer la lectura de conidios.

Tomar con una pipeta de Pasteur una muestra de la solucién y llenar la camara de Neubauer.
Esperar un minuto para que se estabilice la muestra.

Leer en el microscopio en el lente 10 x.

Hacer conteo de los conidios en todos los campos.

Realizar la sumatoria de los 8 cuadrantes.

Calcular la media de los 8 cuadrantes.

Calcular el coeficiente de variacion.

Calcular la desviacién estandar.

Calcular los conidios en base a formula 3.
Media * 1074 * 1073x100
10

Conidios/gramo =

Fuente: Pantale6n S.A.
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Viabilidad de las cepas. A su vez también se tomod un gramo de muestra/cepa, para poder

medir su viabilidad a las 18 horas de incubacién. El conteo se efectud en placas de medio de cultivo agar-

agar.

1)

2)

Preparacion de placas con medio de cultivo agar- agar

Pesar 13 gramos de agar-agar

Diluir en 1 litro de agua desmineralizada.

Esterilizar por 10 minutos a 121°C.

Verter el medio en placas de contacto estéril(o placas Petri de vidrio).
Dejar que solidifique.

Sellar con parafilm las placas y almacenar a 4°C.

Metodologia de montaje de viabilidad

Pesar 1 gramos de muestra del hongo.
Agregar el gramo de muestra del hongo en 5 ml de agua desmineralizada y esterilizada.
Agitar en el vortex por 1 minuto.

Tomar una muestra con una pipeta de Pasteur y agregar 3 gotas de la misma en una placa Petri

conteniendo Agar-Agar.

Sellar con parafilm.

Incubar por 18 horas a una temperatura de 28°C.

Incubar en obscuridad las 18 horas.

Hacer el conteo en 5 campos diferentes de conidios vivos y conidios muertos.

Calcular promedios de los datos obtenidos.

Calcular mediante las formulas 4 y 5:

Férmula 4
Viabilidad
Ca—mpo = Conidios vivos + conidios muertos

Fuente: Pantaleon S.A.

Cada campo debe contabilizarse individualmente, después se calcula la viabilidad total.

Féormula 5

L Viabilidad
% Viabilidad =Y, W/total de campos

Fuente: Pantaledn S.A.
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F. 6ma. Fase: célculo de costo de produccion por dosis de cada cepa

nativa y comercial.

El modelo que se utilizara para esta medicion es el siguiente:

Tabla 2. Pardmetros de costo de dosis de hongo/cepa

Costo de dosis de hongo/cepa

Base de célculo 10 qg/dia
Obteniendo 1800 bolsas/dia
equivalentes a 346 dosis 5E12

Fuente: Pantale6n S.A.

Tabla 3. Célculo de preparacion de sustrato para dosis de hongo

Preparacion de sustrato 1800 bolsas

Unidades Costo Costo

Insumo Unidad | Precio Q. | Precio $ utilizadas total$/dia $/dosis
Arroz qq 170 21.79 10 217.95

Bolsa

polipropileno | unidad 0.15 0.02 1800 34.62

Cinta testigo | unidad 60.14 7.71 1 7.71

Grapas caja 7.14 0.92 1.44 1.32
Total 261.59 0.71

Fuente: Pantaledn S.A.
Tabla 4.Célculo de costos/matriz a producir
No. Matrices/dia, 44
Unidades Costo
Insumo Unidad | Precio Q.| Precio $ utilizadas Costo total$/dia | $/dosis

Agua

desmineralizada Its 21 0.27 20 0.24

Dextrosa kg 19.19 2.46 22 2.38

Extracto de levadura kg 1624 208.21 10 91.61

Peptona de caseina kg 1427.25 | 182.98 2.5 20.13

Algodén unidad 78.39 10.05 0.17 1.68

Gasa unidad 4.42 0.57 0.03 0.02

Papel aluminio rollo 79.46 10.19 0.01 0.08

Masking 1" rollo 6.24 0.8 0.0125 0.44

Total 116.34 0.31

Fuente: Pantaledn S.A.




Tabla 5.Célculo de costos para produccion de aislamientos

No. aislamientos/dia 88 No. de sobres/dia 44

Insumo Unidad | Precio Q. | Precio $ | Unidades utilizadas | Costo total$/dia | Costo $/dosis
Haba Ibs 8.2992 1.12 60 13.03
Agar-agar kg 1071.50 | 137.37 12 145.06
Dextrosa kg 2 2.46 10 2.16
Grapa unidad 7.14 0.92 2.5
Papel manila | pliego 0.26 0.033 0.17
Total 160.25 0.433
Fuente: Pantaledn S.A.
Tabla 6. Resumen de costo de produccién/cepa
Resumen de costo
Rubro Costo$/dia Costo$ /5E12 %
Sustrato 261.59 0.707 18.44
Matrices 116.34 0.31 8.20
Aislamiento 160.25 0.433 11.30
Cosecha 0.065 0.065 1.71
Mano de obra 2.44 2.44 60.35
Total 540.56 3.95 100
Fuente: Pantaledn S.A.
Tabla 7. Costo de cosecha de hongo en proceso de empacado
Insumo Unidad | Precio Q. | Precio $ | Unidades utilizadas | Costo total$/dia | Costo $/dosis
bolsas 25 Ibs | bolsa 0.51 0.07 70 24.19
Total 0.065

Fuente: Pantaleon S.A.
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Tabla 8. Costo de mano de obra en el proceso de masificacion del hongo Metarhizium anisopliae

Mano de obra

No. Salario./ | Sépti- | Bono* Bonifica- Salario | Costo$/ | Costo$/

Proceso Personas dia mo dosis cion ley $/dia dia dosis
136,66

Aislamientos 1 82.00 7 446.34 8.33 70.56 | 70.56 0.20
136,66

Inoculacion 3 82.00 7 446.34 8.33 70.56 | 211.67 0.61
136,66

Quiebre 2 82.00 7 446.34 8.33 70.56 | 141.11 0.41
Llenado de 136,66

bolsas 4 82.00 7 446.34 8.33 70.56 | 282.23 0.82
Control de 136,66

calidad 1 82.00 7 446.34 8.33 70.56 | 70.56 0.20
136,66

Cosecha 1 82.00 7 446.34 8.33 70.56 | 15.30 0.14
Encargado 136,66

met. 1 82.00 7 446.34 8.33 70.56 | 20.43 0.06

Total 2.44

Fuente: Pantaledn S.A.

Costo de produccion (CProd). Férmula 6

Gramos
Costo dosis5E12 cepa evaluada

dosis 5E12 cepa BISA - Gramos dosis cepa Bisa

CProd =

Fuente: Pantaledn S.A.

G. Disefio experimental

En cada fase se realizard un experimento en laboratorio con un disefio completamente al azar con
tres repeticiones. Este disefio se recomienda cuando existe homogeneidad entre unidades experimentales,
esto quiere decir que no existe influencia de la ubicacién de la unidad experimental sobre el efecto del
tratamiento, esto es muy utilizado en ensayos a nivel de laboratorio, cuando se utilizan medios de

cultivos, donde las condiciones son las mismas para todas las unidades experimentales.

1. Modelo estadistico. Formula 7.
Yij = p + ti + &ij i=1,2,..20t
j=1,23.....r
Siendo:

Yij= variable de respuesta de la ij-ésima unidad experimental
M = media general de la variable de respuesta

ti = efecto del i — ésimo tratamiento (nivel de factor) de la variable dependiente
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Donde:

Cada cepa fue denotada como un factor independiente. Considerando para cada una:

e Gramos/placa.
e Eficiencia de produccion.
e Concentracion/gramo.

e Resistencia a luz ultravioleta.

La experimentacion se categorizé en:

= Las cepas encontradas: tratamientos.

= Los tratamientos se conformaron de 3 repeticiones.

= Las repeticiones se formaron de 1 unidad experimental hasta la medicién de eficiencia de
produccion; puesto que de cada unidad se distribuy6 en 4 subdivisiones, por las bolsas de sustrato a

inocular.

2. Analisis de datos. Se hizo uso del paquete estadistico InfoStat version 1.0 empleando la

metodologia de analisis estadistico de prueba de hipoétesis con la razon F de Fisher, LSD Fisher.



VI. RESULTADOS

A. Recoleccion muestras de suelo e insectos con sintomas de
parasitismo del hongo, para posteriormente realizar aislamientos del
mismo

Tabla 9. Ubicacidn de las fincas para recoleccion de muestras

Nombre de la finca | Total de muestras | Total insectos
El Balsamo 100 0
Pantaledn 100 0
San José Miramar 100 0
San Bonifacio 50 0
Limones 50 5
El Badl 50 0
UVG Campus Sur 10 0
CENGICANA 0 2

Fuente: autor.

B. Realizacién de aislamientos de las diferentes muestras obtenidas en

campo

Dentro de las muestras de suelo e insectos recolectados en campo se obtuvieron las cepas siguientes:

Tabla 10. Cepas obtenidas segin lugar de muestreo

Cepa Origen Procedencia

PSA 1 Limones Adulto de chinche salivosa
PSA 2 Limones Adulto de chinche salivosa
PSA3 Limones Adulto de chinche salivosa
PSA 4 Limones Adulto de chinche salivosa
PSA5 Limones Adulto de chinche salivosa

PSA 6 | CENGICANA Adulto de saltén coludo
PSA 7 | CENGICANA Adulto de saltén coludo

PSA 8 UVG Sur Suelo
PSA9 UVG Sur Suelo
PSA 10 UVG Sur Suelo
PSA 11 UVG Sur Suelo
PSA 12 UVG Sur Suelo

Fuente: autor
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C. Comparacion de las cepas obtenidas de las diferentes muestras ante

las cepas comerciales

Tabla 11. Resultados de unién de colonias para identificacion de cepas, patron cepa Bisa

Comparacidn de cepas

Patron Comparador | Resultado
Cepa BISA PSA1 no unida
Cepa BISA PSA 2 no unida
Cepa BISA PSA 3 no unida
Cepa BISA PSA 4 unida
Cepa BISA PSA5 no unida
Cepa BISA PSA 6 unida
Cepa BISA PSA7 no unida
Cepa BISA PSA 8 no unida
Cepa BISA PSA 9 no unida
Cepa BISA PSA 10 no unida
Cepa BISA PSA 11 no unida
Cepa BISA PSA 12 no unida

Fuente: autor.

Tabla 12. Resultados de unién de colonias para identificacion de cepas, patron cepa PL-43

Comparacion de cepas

Patrén Comparador | Resultado
Cepa PL-43 PSA1 no unida
Cepa PL-43 PSA 2 no unida
Cepa PL-43 PSA 3 no unida
Cepa PL-43 PSA 4 no unida
Cepa PL-43 PSA5 no unida
Cepa PL-43 PSA 6 no unida
Cepa PL-43 PSA 7 no unida
Cepa PL-43 PSA 8 no unida
Cepa PL-43 PSA9 no unida
Cepa PL-43 PSA 10 no unida
Cepa PL-43 PSA 11 no unida
Cepa PL-43 PSA 12 no unida

Fuente: autor.



Tabla 13. Resultados de unién de colonias para identificacion de cepas, patron cepa NB

Fuente: autor.

Comparacion de cepas

Cepa NB Comparador | Resultado
Cepa NB PSA 1 no unida
Cepa NB PSA 2 no unida
Cepa NB PSA 3 no unida
Cepa NB PSA 4 no unida
Cepa NB PSA5 no unida
Cepa NB PSA 6 no unida
Cepa NB PSA 7 no unida
Cepa NB PSA 8 no unida
Cepa NB PSA9 no unida
Cepa NB PSA 10 no unida
Cepa NB PSA 11 no unida
Cepa NB PSA 12 no unida

D. Caracterizacion de las cepas nativas y cepas comerciales

Tabla 14. Rendimientos de produccidn de las cepas nativas y comerciales

Cepa Gramosiplaca % Eficien(?ia de Concentracion/ | % de resistencia
produccion gramo a UV 30 seg

PSA1 0,56 100 6,09E+09 9

PSA 2 0,57 75 4,40E+09 9

PSA 3 0,63 58 2,59E+09 6

PSA 4 0,59 83 5,80E+09 5

PSA5 0,4 58 1,76E+09 4

PSA 6 0,57 83 5,77E+09 11

PSA7 0,55 83 6,00E+09 10

PSA 8 0,74 67 1,44E+09 0

PSA9 0,42 0 0 0

PSA 10 0,41 0 0 0

PSA 11 0,35 25 1,03E+09 0

PSA 12 0,36 58 2,51E+09 4

BISA 0,57 83 5,96E+09 12

PL-43 0,42 17 2,84E+09 8

Nb 0,43 25 3,53E+09 6

Fuente: autor.
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Tabla 15. Andlisis de LSD Fisher de gramos/placa

Variable N R? R2Aj CVv
Gr/placa45 0,94 0,91 6,79

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC Tipo I11)

F.V. SC ol CM F Valor p

Modelo 0,55 14 0,04 33,57 <0,0001
Tratamiento 0,55 14 0,04 33,57 <0,0001
Error 0,04 30 1,2E-03

Total 0,59 44

Test: LSD Fisher Alfa: 0,05 DMS: 0,05706
Error: 0,0012 gl: 30

Tratamiento Medias n

T11 0,35 3 A

T12 0,36 3 A B

T5 0,40 3 A B C

T10 0,41 3 B C

T14 0,42 3 C

T9 0,42 3 C

T15 0,43 3 C

T7 0,55 3 D
T1 0,56 3 D
T2 0,57 3 D
T13 0,57 3 D
T6 0,57 3 D
T4 0,59 3 D
T3 0,63 3

T8 0,74 3

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0,05)

Fuente: autor.
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Gramos/placa

0,77+

0,66

o
4]
‘.“

0,43

0,3

N

lustracion 1. Rendimiento de gramos/placa

Gramos/placa

PSA 1:T1 PSA 2:T2 PSA 3:T3 PSA 4:T4 PSA 5:T5 PSA 6:T6 PSA 7:T7 PSA 8:T8 PSA 9:T9 PSA 10:T10
Descripcion*Tratamiento

Fuente: autor.

PSA 11.T11 PSA 12:T12 BISA:T13 PL-43:T14 NB:T15

Le



Tabla 16. Anélisis de Fisher de eficiencia de produccién

Variable

N R?

R2Aj

cv

Eficiencia

45 0,82

0,74

33,53

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC Tipo I11)

F.V. SC gl CM F Valor p
Modelo 45361,11 14 3240,089,72  <0,0001
Tratamiento 45361,11 14 3240,08 9,72 <0,0001
Error 10000,00 30 333,33
Total 55361,11 44
Test: LSD Fisher Alfa: 0,05 DMS: 30,44439
Error: 333,3333 gl: 30
Tratamiento Medias n
T10 -1,4E-143 A
T9 1,4E-14 3 A
T14 16,67 3 A
T11 25,00 3 A
T15 25,00 3 A
T5 58,33 3 B
T3 58,33 3 B
T12 58,33 3 B
T8 66,67 3 B
T2 75,00 3 B C
T7 83,33 3 B C
T13 83,33 3 B C
T4 83,33 3 B C
T6 83,33 3 B C
T1 100,003 C

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0,05)

Fuente: autor.
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Eficiencia

100,0

75,0

50,0

25,01

0,0

lustracion 2. Eficiencia de produccidn de cepas de hongo

Eficiencia de produccion

0-,

(TR

TLPSA 1 T2:PSA 2 T3:PSA 3 T4:PSA 4 T5:PSA 5 T6:PSA 6 T7:PSA 7 T8:PSA 8 T9:PSA 9 T10:PSA 10 T11:PSA 11 T12:PSA 12 T13:BISA T14:PL-43 T15:NB
Tratamiento*Descripcion

=]

Fuente: autor.
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Tabla 17. Andlisis de Fisher de concentracion/gramo

Variable N R2 R2Aj (Y4
Concentracién/gramo 39 0,96 0,94 13,08
Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC Tipo I11)

F.V. SC gl CM F Valor p
Modelo 1,47706789744E20 12 1,23088991453E19 51,88 <0,0001
Descripcion 1,47706789744E20 12 1,23088991453E19 51,88 <0,0001
Error 6,16893333333E18 26 2,37266666667E17
Total 1,563875723077E20 38
Test: LSD Fisher Alfa: 0,05 DMS: 817516296,05049
Error: 237266666666666656,0000 gl: 26
Descripcién Medias n
PSA 11 683333333,33 3 A
PSA8 1436666666,67 3 A B
PSAS5 1756666666,67 3 B C
PL-43 1890000000,00 3 B C D
PSA 12 2506666666,67 3 C D
PSA3 2590000000,00 3 D
NB 3530000000,00 3 E
PSA?2 4400000000,00 3 F
PSA 6 5766666666,67 3
PSA4 5800000000,00 3
BISA 5956666666,67 3
PSA7 5996666666,67 3
PSA1 6096666666,67 3

OOOO

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0,05)

Fuente: autor.
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Concentracion/gramo

6237000000,00-

4603500000,00

2970000000,004

1336500000,00

lHustracion 3. Rendimiento de concentracion/gramo

Concentracion/ gramo

-297000000,00

Fuente: autor.

PSA 1.T1 PSA 2:T2 PSA 3:T3 PSA 4:T4 PSA 5:T5 PSA 6:T6 PSA 7:T7 PSA 8:T8 PSA 11:T11 PSA 12:T12 BISA:T13 PL-43:T14 NB:T15

Descripcion*Tratamiento

1€



Tabla 18. Analisis de Fisher de resistencia a UV 60 seg.

Variable N R2 R2A] CcV
Resistencia UV 60 se 45 0,97 0,96 15,62

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC Tipo I11)

F.V. SC ol CM F Valor p

Modelo 766,98 14 54,78 70,44 <0,0001
Tratamiento 766,98 14 54,78 70,44 <0,0001
Error 23,33 30 0,78

Total 790,31 44

Test: LSD Fisher Alfa: 0,05 DMS: 1,47060
Error: 0,7778 gl: 30

Tratamiento Medias n

T9 -2,7E-153 A

T8 0,00 3 A

T11 0,00 3 A

T10 0,00 3 A

T12 3,67 3 B

T5 4,00 3 B C

T4 533 3 C D

T3 5,67 3 D

T15 6,00 3 D

T14 8,33 3

T2 9,33 3 F
T1 9,33 3 F
T7 10,33 3 F
T6 11,00 3

T13 11,67 3

OOO

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0,05)

Fuente: autor.
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% de resistencia luz ultravioleta 60 seg

12,60-

9,304

6,00

2,70

-0,6

o

lustracion 4. Rendimientos de resistencia a UV a 60 segundos

Resistencia a UV 60 seg

TLPSA 1

Fuente: autor.

T2:PSA 2

T3:PSA 3

T4:PSA 4

T5:PSA 5

T6:PSA 6

TI:PSA 7 T8:PSA 8 T9:PSA 9
Tratamiento*Descripcion

T10:PSA 10

T11:PSA 11

T12:PSA 12

T13:BISA

T14:PL-43

T15:NB
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Viabilidad 18 hrs incubacion

100,00+

82,50

65,00

47,50

lustracién 5. Estimacion de la viabilidad a 18 horas de incubacién

Viabilidad 18 hrs incubacion

30,00

T1:PSA 1

Fuente: autor.

T2:PSA 2

T4:PSA 4

T5:PSA 5

T6:PSA 6 T7:PSA 7
Tratamiento*Descripcion

T8:PSA 8

T11:PSA 11

T12:PSA 12

T13:BISA

T14:PL-43

T15:NB

143
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E. Calculo de costo de produccidn por dosis, cepas nativas y comerciales

Fuente: autor.

Tabla 19. Costo de produccién/ cepa

Cepa Costo de produccion
PSA1 3,86
PSA 2 5,33
PSA 3 9,14
PSA 4 4,02
PSA5 13,46
PSA 6 4,04
PSA 7 3,93
PSA 8 16,63
PSA9 0,00
PSA 10 0,00
PSA 11 22,99
PSA 12 9,35
BISA 3,95
PL-43 8,27

Nb 6,66




VII. ANALISIS DE RESULTADOS

Tras la recoleccion de insectos y su incubacion en el laboratorio, la cantidad resultante de individuos
parasitados con el hongo buscado fue baja, 7, principalmente se dieron solo en una finca, Limones,
aungue la metodologia utilizada fue homogénea, caracteristicas ajenas al experimento posiblemente
intervinieron en la mortalidad manifestada. Las dos muestras de adultos de Salton coludo obtenidas de
CENGICANA, mostraban una esporulacion madura, y en su totalidad los insectos que se recolectaron

en campo fueron adultos de Chinche salivosa.

La metodologia de aislamiento del hongo a través de medio semi selectivos con las muestras de
suelo tuvo un resultado negativo para la obtencion de cepas nativas, debido a que en las fincas del ingenio
hay presencia de otros hongos mas antagénicos que Metarhizium, como: Trichoderma sp, Aspergillus
sp, y demas, estos presentan un desarrollo més rapido sobre el medio de cultivo, aprovechando los
nutrientes presentes e impidiendo el desarrollo de Metarhizium. Aunque con la ayuda del inhibidor de
crecimiento mertect 50 sc se erradicé el crecimiento de algunos hongos como Aspergillus sp, no se pudo
evitar el desarrollo de Trichoderma sp, por ello no se logré extraer al hongo por la via de medios de
cultivo. La técnica de insectos trampa funciono para la extraccion del hongo con las muestras de suelo,

adicional se procedi6 a recolectar muestras de suelo externas al ingenio.

La comparacion de cepas por medio del método de puntos tuvo como resultado, que dos de las cepas
nativas, PSA 4 proveniente de adulto de chinche salivosa y PSA 6, con procedencia de adulto de saltén
coludo, son iguales a la cepa comercial BISA, siendo el resto de las cepas diferentes a las tres

comerciales.

En base a los rendimientos obtenidos de cada cepa investigada se ha estimado que la mejor en
rendimiento fue PSA 1, con: concentracién/gramo 6.09E9, viabilidad 98%, gramos/placa 0.56,
porcentaje de resistencia a uv 9, eficiencia de produccion 100% y costo de produccién $ 3.86, secuencial
a PSA 4 con: concentracién/gramo 5.80E9, viabilidad 99%, gramos/placa 0.57, porcentaje de resistencia
a uv 5, costo de producciéon $ 4.02, y BISA con: concentracién/gramo 5.96E9, viabilidad 98%,

gramos/placa 0.57, porcentaje de resistencia a uv 12 y costo de produccion $ 3.95.

No existio diferencia estadisticamente significativa, para las cinco cepas sobresalientes por sus
caracteristicas; sin embargo presentaron valores aceptables en comparacion a los valores estandar
delimitados por los ingenios que se dedican a la produccidn masiva; estos son: concentracion/gramo 5E9,
viabilidad 97%, gramos/placa 0.6, porcentaje de resistencia a uv 60 seg 20% Yy costo de produccién
$ 3.95.
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VIIl. CONCLUSIONES

Aunque se obtuvo un resultado negativo en cuanto al aislamiento de cepas a través de la metodologia
de medios de cultivo; no se debe descartar el método, la presencia de hongos mas antagénicos que
Metarhizium fue la responsable de ello, ademas en el ingenio Pantaledn S.A. se han aplicado diversidad
de hongos, entomopatdgenos y otros, lo cual tiene influencia sobre tal metodologia. Sin embargo esta
puede realizarse en otras ubicaciones adaptada a las condiciones en las que se desee ejecutar, pese a esto

se logré aislar 12 cepas con apoyo de otras metodologias para aislar el hongo.

La técnica de insectos trampa por medio de Galleria mellonela es muy efectiva para el aislamiento
de cepas nativas a partir de suelo, ya que este insecto es susceptible a hongos entomopatogenos, lo cual
favorece a que el hongo lo parasite, evitando con esto la presencia de otros hongos que no cumplan con
estas caracteristicas.

Las caracteristicas que definen a una cepa, pueden variar dependiendo del lugar en donde sean
definidas, sin embargo este tipo de investigaciones son de mucha utilidad para poder buscar cepas en
vias de mejora productiva. PSA 1 supera en todas sus caracteristicas, a excepcion de gramos/placa, y
porcentaje de resistencia a UV al resto de cepas nativas asiladas de las diferentes muestras de suelo, como
de insectos plagas, sin embargo aunque su diferencia puede ser notoria para cualquier persona, es
necesario recurrir a métodos estadisticos que dicten una variacién significativa que pueda tomarse en
cuenta para la toma de decisiones en un ingenio que produce de forma magnificada, ya que es necesario
contar con una diversidad de cepas con caracteristicas de alto rendimiento para tener un mayor porcentaje

de opciones a seleccionar y llevar a produccion.

El costo de produccion es un factor determinante en un ingenio azucarero, debido a que el objetivo
principal de estos es generar dinero, por ende serd necesario seleccionar cepas que disminuyan costos
durante el proceso de produccidn, esto se logra haciendo una clasificacion de las cepas segun costos, y
también aquellas que superen o igualen los parametros establecidos para tal hongo. La cepa PSA 1

presentd el menor costo de produccién $ 3.86.

Las metodologias presentadas pueden ejecutarse en cualquier parte del pais, recordando que cuando
se desea llevar a cabo una adaptacion de las metodologias de ejecucion en los experimentos, hay que
analizar los factores que influyan directamente en los resultados y hacer los ajustes necesarios para una
réplica exitosa. Toda informacion generada en un trabajo de investigacién es buena solo basta como ya

se menciono; adaptarla a las condiciones en donde se desee implementar.
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IX. RECOMENDACIONES

Cuando se desee implementar una investigacion similar a la vista en este documento, la mejor forma
de aislar el hongo del suelo es por medio de insectos trampa por lo cual se recomienda su uso para tener

éxito.

Con la clasificacién de procedencia de las cepas realizar pruebas de parasitismo por grupos, siendo
en tal caso, de adultos de chinche salivosa, de saltén coludo y de suelo, todas sobre el insecto plaga que
se estima controlar, esto con la finalidad de definir el efecto que el hongo aislado de un organismo
diferente a su favorito puede tener en él.

Implementar la cepa PSA 1 en produccién magnificada para su posterior aplicacién en campo, pero
para la sustitucion de la cepa comercial, sera necesario ir de forma paulatina primero el 10% de la cepa
nativa y el 90% de la cepa comercial, 20% cepa nativa, 80% cepa comercial, y asi sucesivamente hasta
sustituirla por completo, esto es con la finalidad de poder observar cambios en las caracteristicas
productivas del hongo de forma magnificada.

Realizar pruebas de dosis letal media para cada cepa nativa.

Llevar a cabo investigaciones sobre virulencia para las cepas nativas.

Proceder a contabilizar la viabilidad a través del tiempo para cada cepa, hasta obtener un 50%, y con
ello establecer el tiempo de almacenamiento de cada una.
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XI.  ANEXOS

lustracion 6. Estufa agitadora

Fuente: autor.

lustracion 7, 8 y 9. Conteo de conidios en cdmara de Neubauer, microscopio utilizado y registro

empleado.

Fuente: autor.
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Fuente: autor.

Fuente: autor.

lustracion 10. Camara de flujo laminar

llustracién 11. Conteo de conidos
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Fuente:

autor.

lustracion 12 y 13. Cosecha y empacado
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