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PREFACIO

Este estudio sirvi6 para determinar de acuerdo a la interpretacion de
los datos de resultados y la aplicaciéon de férmulas, el tamafio de molienda
optimo para el mejor desarrollo del hongo Metarhizium anisopliae, utilizando
para su estudio 5 diferentes tratamientos, cuantificando los conidios por
gramo producidos, esto con el fin de disponer de un procedimiento para
pronosticar los volimenes de produccién de lotes con diferente graduacion
granulométrica y poder seleccionar entre los mismos los que tengan mayor
eficiencia productiva.

Esta investigacion se dividi6 en tres fases, la primera consistié en la
clasificaciéon del maiz quebrado comercial, la que fue realizada en el
Laboratorio de Mecéanica de Suelos de la Universidad del Valle de Guatemala.
La segunda fases se efectu6 en el Laboratorio de Produccién de Hongo
Metarhizium anisopliae del Ingenio Santa Ana. La tltima fases consistié en el
trabajo de gabinete en el cual se analiz6 la informacién recabada con los
experimentos de laboratorio, para elaborar el presente documento.
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en la revisién de la presente investigacion, al Ing. Frankling Matzdorf, por su
apoyo en la realizacion de esta Investigaciéon, a Alvaro Antonio Gonzales y
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Meléndez y Guillermo Coronado por su amistad y lealtad, al Ingenio Santa
Ana, por permitirme realizar este trabajo de Investigacién, a César Cerén y
todo el personal del Laboratorio de Produccién de hongo Metarhizium
anisopliae, por su apoyo en la elaboracion del trabajo de campo.
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RESUMEN

Entre los métodos para producir Metarhizium anisopliae en
condiciones de laboratorio, se utiliza el de la inoculaciéon del hongo en
maiz amarillo (Zea mays) quebrado comercial el cual contiene diversos
tamanos de particulas, por lo cual en la actualidad no se ha determinado el
tamafio 6ptimo que debe tener este fragmento de grano para incrementar
la eficiencia de produccién en conidios por gramo de solucién.

Este estudio sirvié para determinar de acuerdo a la interpretacién de
los datos de resultados y la aplicacion de férmulas, el tamafio de molienda
optimo para el mejor desarrollo del hongo Metarhizium anisopliae,
utilizando para su estudio 5 diferentes tratamientos, cuantificando los
conidios por gramo producidos, esto con el fin de disponer de un
procedimiento para pronosticar los volimenes de producciéon de lotes con
diferente graduacion granulométrica y poder seleccionar entre los mismos
los que tengan mayor eficiencia productiva.

Para la elaboraciéon de esta investigacion se plante6 la siguiente
hipétesis, “Utilizando diferentes tamarfios de particula de maiz amarillo
como sustrato no existe diferencia significativa en la produccién de
conidios del Hongo Metarhizium anisopliae.”, la cual fue rechazada ya que
mediante un andlisis de varianza se comprob6 que existia una diferencia
significativa entre los diferentes tratamientos y por medio de una prueba
de medias con el comparador Tuckey se determindé que el mejor
tratamiento fue el N° 1, el cual inclufa particulas menores de 2.00mm y
mayores de 1.8mm. al igual por medio de los resultados se realizé6 una
correlacién y se hizo un ajuste estadistico para determinar la funcién que
tuviera el coeficiente de determinacién mas alto, esta funciéon fue la
cuadrética y la ecuacién utilizada fue Y= 0.1146x2 - 0.8883x + 3.9027, la
cual se utiliz6 para validar los resultados al igual que se podré utilizar en
el futuro para pronosticar la producciéon de con/g de una mezcla de
tamafios de particulas conocidas.



1. INTRODUCCION

El hongo entomopatégeno Metarhizium anisopliae, el cual pertenece a la
familia Moniliaceae, posee todas las estructuras tipicas de esta familia. Es de
color verde musgo y de micelio cenocitico hialino. Este hongo es de gran
importancia para el control biolégico de insectos plaga, entre los que se
encuentra la chinche salivosa, Aeneolamia spp, que afecta en gran medida el
6ptimo desarrollo de las plantaciones de cafia de azucar, ya que al momento de
existir una incidencia muy fuerte de este insecto, se reduce en gran medida el
area fotosintética, disminuyendo asi el rendimiento por planta.

Existen varios métodos de producir Metarhizium anisopliae en condiciones
de laboratorio. El Laboratorio de Metarhizium del Ingenio Santa Ana, utiliza un
sistema comercial de inoculacién del hongo en maiz previamente quebrado,
humedecido y esterilizado.

Para el cultivo de este hongo se utiliza el maiz amarillo (Zea mays)
quebrado-comercial el cual contiene diversos tamafios de particulas. En la
actualidad no se ha determinado el tamafio 6ptimo que debe tener el substrato
para incrementar la produccion en conidios por gramo de muestra.

Este estudio sirvié para determinar, con base en la interpretaciéon de
resultados y posteriormente la aplicaciéon de férmulas, el tamafio de molienda
o6ptimo para el mejor desarrollo del hongo Metarhizium anisopliae. Esta
determinacion se logré por medio de la clasificaciéon de 5 diferentes medidas de
grano (mayor o igual a 4.75 mm, 3.35 mm, 2.36 mm y 2.00 mm ) utilizando para
su clasificaciéon tamices ntimero 6, 8, 10 y 16 respectivamente. Se utilizé6 como
testigo el maiz quebrado empleado comercialmente. La informacién generada
se puede utilizar para pronosticar la produccién de conidios/gramo de una
mezcla de diferentes tamafios de maiz.

Este documento detalla la metodologia empleada para llegar a los
resultados obtenidos, al igual se incluye un Marco Teérico en el cual se
describen los aspectos generales del Ingenio Santa Ana, uso del hongo
Metarhizium anisoplize, asi como su clasificacion taxondémica, rango de
hospedantes y modo de infeccion, entre otros. De la misma forma también se
incluye informacion bibliogréafica correspondiente a la elaboracién de curvas
granulométricas, las cuales tendran aplicacion directa en dicho estudio.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

2.1. Antecedentes

Uno de los procedimientos utilizados en el Ingenio Santa Ana para el
control de la chinche salivosa en el cultivo de cafia de azicar es mediante la
aplicaciéon del hongo entomopatégeno Metarhizium anisopliae. Esto requiere
producir el hongo en volimenes elevados y en condiciones uniformes que
tnicamente se logran realizando la produccion en laboratorio. Para lograr una
producciéon mas eficiente, se deben establecer las caracteristicas de tamafio mas
apropiado del medio de produccién, que en este caso es el maiz, para lo cual se
consideré importante efectuar mediciones de laboratorio para determinar los
niveles de produccién del hongo de acuerdo al tamafio de las particulas
manteniendo constantes las otras variables que puedan afectar la produccion.

2.2. Justificacion

En la produccién del hongo Metarhizium anisoplize en condiciones de
laboratorio se registra una elevada variabilidad de rendimiento debido a la falta
de uniformidad en las caracteristicas fisicas de la materia prima disponible en el
mercado. Por lo cual se hizo necesario definir el efecto de la variacién en el
tamafio de las particulas de materia prima para establecer la conveniencia de
uniformizar mediante procedimientos de tamizado las particulas usadas en los
procedimientos de cultivo en laboratorio o disponer de un procedimiento para
pronosticar los volimenes de produccién de lotes con diferente graduacion
granulométrica y poder seleccionar entre los mismos los que tengan mayor
eficiencia productiva.

La realizacion de este estudio contribuy6 a evaluar el efecto del tamafio
particula de materia prima sobre la produccién del hongo y con base a los
resultados determinar la particula de molienda adecuada para hacer mas
eficiente este proceso.



3. OBJETIVOS E HIPOTESIS
3.1. Objetivos

3.1.1. General

e Incrementar la produccién de conidios de Metarhizium anisopliae
mediante el manejo del tamafio de particula de maiz.

3.1.2. Especificos

e Determinar el tamafio de la particula de maiz 6ptimo para maximizar
la produccién del hongo Metarhizium anisopliae, bajo condiciones
uniformes de humedad, temperatura e iluminacién.

e Establecer la relacion que existe entre el tamafio de particulas de maiz
quebrado y la produccién del hongo Metarhizium anisopliae bajo
condiciones de laboratorio.

e Proponer el modelo que mejor describa la relacién entre tamafio de
particula y produccién de conidios por gramo.

e Validar el mejor modelo obtenido con base en la producciéon de una
muestra compuesta comparada con la prediccién realizada con el
modelo.

3.1.3. Hipotesis
La produccién de conidios del Hongo Metarhizium anisopline depende del

tamafio de particula de molienda de maiz amarillo utilizado como sustrato y
mediante un modelo de regresién es posible producir la produccién del hongo.



4. MARCO TEORICO
4.1 Aspectos generales del Ingenio Santa Ana

En los afios actuales, la producciéon de aztcar de Guatemala ha tomado
mas importancia, debido a que en las cosechas recientes ha alcanzado los
niveles de produccioén récord, y ha ocupado el tercer lugar como exportador
mas grande de América Latina y el sexto en importancia a nivel mundial. Este
hecho representa beneficios econdémicos significativos para el pais,
especialmente, por la generacion de divisas y por la cantidad de empleos que
esta industria provee (Agroindustria Azucarera 2002). La agroindustria de
azucar de Guatemala estd constituida por 17 ingenios activos, ubicados en la
costa del Océano Pacifico, al sur del pais uno de estos es El Grupo Corporativo
Santa Ana (Ingenio Santa Ana) en donde se realizé la Practica de tesis. Este
Ingenio estd situado en el Km. 64.5 carretera a Santa Lucia Cotzumalguapa,
Finca Interior Cerritos, Departamento de Escuintla (Manual de Induccién a la
Corporacion Santa Ana 2001).

El Grupo Corporativo Santa Ana, es una corporacién con sobresaliente
desempefio. En sus 25 afios se ha convertido en uno de los lideres de la
agroindustria azucarera; empez6 como un pequefio ingenio con capacidad de
molienda de 3,000 toneladas métricas de cafia de aztcar por dia
(http:/ /www.santaana.com.gt/c.htm).

Hoy el Ingenio Santa Ana constituye un complejo agroindustrial con una
diversidad de productos que son reconocidos a nivel mundial por sus altos
estandares de calidad.

El Ingenio Santa Ana se dedica a la produccién de cafia de azucar,
elaboracion de azudcar y generacion de energia eléctrica. También comercializa
subproductos como la melaza, bagazo y cachaza y diversos servicios conexos
(http:/ /www.santaana.com.gt/c.htm).

También este Ingenio contribuye con el desarrollo de Guatemala, produciendo
en promedio 3.8 millones de quintales de aztcar (177,331 toneladas métricas de
azucar) por afo y generando 45 MW en los meses de diciembre a marzo y 25
MW en los meses de abril a noviembre. Del total de la generacién de energia
eléctrica se vende al Sistema Nacional Interconectado (5.N.I.)

(http:/ /www.santaana.com.gt/c.htm).




4.2. Uso biolégico del Metarhizium anisopliae como estrategia para el
control de chinche salivosa (Aneolamia varia) en el Ingenio Santa Ana

El uso de hongos entomopatégenos constituye una estrategia biol6gica
ampliamente utilizada dentro del Manejo Integrado de Plagas (MIP) de la
cafia de azucar en el Ingenio Santa Ana. A partir de la creacion del
Laboratorio de Produccién de hongo Metarhizium anisopliae en 1999, este
laboratorio ha logrado a través de los afios abastecer en cierta medida, las
grandes demandas del patégeno no solamente en las fincas a su cargo si no
que a nivel comercial proporcionandole este producto a otros ingenios para el
control de la chinche salivosa (Aneolamia varia) . Este insecto se encuentra
distribuido a nivel nacional, pero afecta con mayor severidad las zonas
cafieras y pastizales de la Costa Sur.

El Laboratorio de Produccion del hongo Metarhizium anisopliae cuenta
con diferentes salas para realizar el proceso de produccién del hongo, entre
estas estan:

e Sala de autoclaves, cuya funcién principal es esterilizar todos los
materiales que se utilizan en el laboratorio para la produccion del
hongo.

e Unidad de enfriamiento de bolsas, su funciéon es la de esterilizar las
bolsas para ser inoculadas con Metarhizium anisopliae a una temperatura
de 26°C.

e Sala de control de calidad, su funcién primordial es determinar la
calidad (viabilidad y conidios por g o ml) del hongo Metarhizium
anisopliae para su almacenamiento y formulaciéon para asi entregar el
producto formulado en campo.

e Sala de elaboracion de materia prima, en ésta se elaboran las placas y
matrices liquidas del Metarhizium anisopliae, al igual que se encuentran
las placas en crecimiento del hongo bajo condiciones 6ptimas (fotofase
de 14 hr luz y hr oscuridad a 26°C) para su desarrollo.

e Sala de inoculacién, es ahi donde se inocula el sustrato con el hongo
Metarhizium anisopliae para su posterior crecimiento.

e Sala de fermentadores, es ahi donde se desarrollan y multiplican las
estructuras infectivas del hongo (blastosporos) en un medio rico en



proteinas y carbohidratos, para posteriormente ser inoculadas en el
sustrato.

e Salas de desarrollo, este laboratorio cuenta con seis salas de desarrollo,
su funcién principal es el crecimiento del hongo inoculado en el
sustrato durante 13 a 15 dias hongo bajo condiciones éptimas (fotofase
de 14 hr luz y hr oscuridad a 26°C) para su 6ptimo desarrollo.

e Sala de secado, éstas son tres. en esta salas se enbandejan el contenido
del lote y se deja deshumificar por 4-5 dias hasta obtener una humedad
relativa de 12%.

e Cuarto frio, estos permanecen a una temperatura promedio de 4°C,
este laboratorio cuenta con dos en los cuales se almacenan los lotes
previamente empacados en bolsas de plastico e identificados, los
cuales permanecen ahi hasta el momento de la formulacién.

El proceso que se sigue para la producciéon del hongo se puede
observar en un diagrama de flujos adjunto en la seccién de anexos.

4.3. Chinche Salivosa (Aenolamia varia)

La chinche salivosa que pertenece al orden Hemiptera y a la familia
Cicadellidae son insectos chupadores los cuales remueven la savia de la
planta de los tejidos del xilema y floema. Las plantas dafiadas con baja
incidencia presentan puntos necroticos a lo largo de toda la hoja y parte del
tallo y las plantas dafiadas severamente se secan y adquieren una apariencia
cafesosa de plantas que han sido dafiadas por fuego (http://www.
agricolaelsol.com/met92.htm).

El adulto de Aenolamia varia ataca todas las partes aéreas de la planta
refugidndose en la parte de los cogollos. En tanto que la fase juvenil y ninfal
atacan las partes basales (tallos o cafias) (http://www.agricolaelsol.com/
met9 2.htm).




Figura 1. Adulto de Aenolamia varia

4.3.1 Ciclo de vida de Aenolamia varia. Tienen metamorfosis
incompleta huevo, ninfas y adulto. En la temporada de lluvias los huevos
remanentes de la estacion anterior en estado de diapausa eclosionan para dar
lugar a cinco estadios ninfales que se encuentran en la superficie del suelo a
los primeros centimetros del tallo de las plantas afectadas; al cabo de
aproximadamente un mes terminan con la emergencia de los adultos
voladores que copulan y la hembra gravida inicia dispersa la plaga al
colonizar nuevas dreas depositando huevos en el suelo enterrados en los
primeros milimetros de profundidad, estos huevos eclosionan en menor
tiempo alrededor de una semana dependiendo de la temperatura y humedad
del suelo (http:/ /www.agricolaelsol.com/met92.htm).

4.4. Utilizaciéon de enemigos naturales

La necesidad de disminuir el gasto de dinero invertido por concepto
de compras de plaguicidas y la enconada lucha por la preservacion del medio
ambiente ha llevado al Ingenio Santa Ana a acometer el control de plagas con
un enfoque ecologista al igual que a la utilizacién de los enemigos naturales
para la disminucién de las poblaciones de los insectos dafiinos.

El término enemigos naturales se utiliza generalmente para sefialar
insectos depredadores y parasitoides y muy poco para organismos patdgenos.
Sin embargo, estos agentes reguladores merecen ocupar también un lugar
importante ya sea como un tercer grupo o bien a un lado de los dos primeros.
En la actualidad el nivel de conocimiento en los procesos de infeccién de los
entomopatégenos y del papel que juega el medio ambiente fisico y biolégico,
permiten que se puedan enumerar muchos ejemplos exitosos de uso como



bioinsecticidas dentro de programas integrados de control de plagas, al grado
de que algunos se comercializan (Lezama 1992).

De acuerdo a Lezama (1992), las propiedades de los hongos
entomopatégenos que los hacen interesantes como una alternativa mas de uso
en el control de plagas son:

e Su alto poder patogénico.

e La conservacion de la virulencia en la preparacion, antes de su aplicaciéon
y después de un periodo de almacenaje.

e La especificidad que presentan (definida como la adaptaciéon reciproca
entre el entomopatégeno y su hospedante, en relacion con las
condiciones del medio en el cual se encuentran).

e Sus posibilidades de multiplicacién y conservaciéon en condiciones
econémicamente rentables.

e Su gran poder de persistencia.

e Su inocuidad para insectos parasitoides, depredadores, peces y
vertebrados.

Los hongos mitospdricos previamente clasificados como deuteromicetes
estdn siendo intensamente investigados por su alto potencial como agentes de
control biolégico de malezas, patégenos de plantas y plagas insectiles (Alves
1986). M. anisopliae tiene su posicion taxondmica en este grupo; a este hongo se
le conoce como el causante de la muscardina verde (DeBach 1969) y se ha
reportado como patégeno de mdas de 300 especies de insectos de diferentes
ordenes (Veen 1968). En él, sus conidios son las unidades basicas de
reproduccién asexual y a la vez constituyen los propdgulos infecciosos (Alves
1986). Los trabajos de Metchnikoff en 1879 confirman la idea de que los hongos
entomopatégenos podian ser utilizados en el control de plagas, este
investigador estudi6¢ las epizootias que sobre el escarabajo A. austriaca se
producian, cuyo agente etiologico resulté ser M. anisopliae, y sugirié su uso
como un agente microbial contra plagas insectiles (Steinhaus 1949), sin embrago
el primer intento de uso de M. anisopliae como agente de control biolégico lo
realiz6 Krassilstchik en 1888 (Alves 1986).



4.5. Clasificaciéon taxonémica, morfologia y sintomatologia del hongo
Metarhizium anisopliae

Clasificacion taxonémica segtin Agrios (2002).

Reino.......cccvvviiiiicnnnns Mycetae
DivisiOn........ccccccccueucucnee. Eumycota

Sub division..................... Deuteromycotina
Clase de forma............... Hyphomycetes
Orden de forma............... Hyphales (Moniliales)
Familia de forma............. Moniliaceae
Género........cccceeuviine. Metarhizium
Especie.......cccovueureuunce. Metarhizium anisopliae

Las colonias de M. anisopliae se presentan blancas cuando son joévenes,
pero al madurar el color se torna verde oscuro. El micelio de este hongo es
septado donde aparecen conididforos caracteristicos agrupados sobre un
extremo globoso, las fidlides se observan empalizadas de forma cilindrica,
aplastada en la base, sus conidios se disponen en cadenas compactas paralelas
que se forman en cada conidiéforo, y la adherencia de éstos al hospedante varia
con la raza del hongo, son cilindricos, unicelulares y de dimensiones variables,
generandose por empuje, siendo el més joven el de la base. Presentan
pigmentaciones que permiten hacer diferenciaciones del género.

Tulloch (1976), estudi6 el género y concluyé que sélo estas dos especies
fueron aceptadas. Las razas de M. anisopliae han sido caracterizadas por su
produccién de esterasas.

Guaglumi et. al., (1974), reportaron este hongo sobre insectos de los
6rdenes homoptera, lepidoptera y coleoptera. ellos sefialaron que los insectos
atacados por este hongo muscardino quedan letargicos y adheridos a las hojas
o al tallo de las plantas, no se alimentan, reducen su radio de vuelo y las
hembras dejan de ovipositar, el cuerpo permanece con su forma normal, pero
lleno su interior de un micelio muy apretado; las estructuras reproductoras
del hongo emergen generalmente a través del tegumento y le dan el aspecto
que nos facilitan su clasificacion, el cuerpo se cubre de una capa pulverulenta,
inicialmente blanca y luego verde aceituna que no es otra cosa que los
micelios y conidios del hongo, que emergen del cuerpo del insecto infectado,
lo que es mas comun en insectos adultos. en el caso de las muscardinas, al
salir el micelio al exterior el color puede ser un elemento a considerar para
diagnosticar el género. Si es blanco puede tratarse del género Beauveria, si es
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verde del género Metarhizium, amarillo pudiera ser Aspergillus flavus o
Paecilomyces farinosus (Alves 1986).

4.6. Rango de hospedantes

Segtin Alves (1986), M. anisopliae se encuentra ampliamente distribuida
por todo el planeta y se sefialan unas 300 especies de insectos dafiinos atacados
por este entomopatdgeno, los cuales se ubican en diferentes 6rdenes
taxonémicos. Ha sido mayormente aislado de insectos de dreas mediterraneas y
tropicales sobre Coleopteros, Lepidopteros y Homopteros entre ellos Aeneolamia
selecta y Aeneolamia varia.

4.7. Modo de infeccién del hongo Metarhizium anisopliae

Seguin Alves (1986), la infeccion puede producirse por via oral, a través
de los espirdculos y de forma particular a través de la superficie del tegumento;
esto nos lleva a pensar que existe la posibilidad teérica de infectar insectos
independientemente de su actividad alimentaria. En el modo de acciéon de M.
anisopliae se denotan dos fases: una patogénica y otra saprofitica.

La fase de patogénesis ocurre cuando los conidios entran en contacto con
el tejido vivo del hospedante. El hongo penetra a través de la cuticula por acciéon
mecdnica y efectos enzimaticos. Enzimas como las quitinasas, la proteasas y la
lipasas, actdan de manera sinergistica para digerir y penetrar la epicuticula. La
invasiéon del hemocele y tejidos se produce a través de cuerpos hifales entre las
24 y 48 horas siguientes.

Estudios de patogenicidad de los hongos han revelado que la
composicion de los hidrocarburos en la epicuticula, afectan la germinacion de
los conidios, la adherencia y penetracién del hongo. También se ha observado
que en la superficie de insectos plagas, existen nutrientes que pueden ser
utilizados por el hongo para su germinacién y desarrollo.

De forma general el desarrollo de una micosis en insectos puede ser
dividida en diez etapas.

e Adhesion al tegumento

e Germinacién de conidios sobre éste
e Penetracion a través de la cuticula

¢ Multiplicaciéon en la hemolinfa
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e Produccion de toxinas

e Muerte del insecto

e Colonizaciéon miceliana total en el hemocele

e Salida del micelio a través del tegumento hacia el exterior
e Esporulacién sobre la superficie del hospedante

e Diseminacion de los propagulos.

Las tres primeras etapas son decisivas para que ocurra la micosis, porque
influyen sobre la especificidad parasitaria del hospedante-patégeno

Adhesion: Es un fenémeno que permite la fijacion de las unidades
infectivas sobre las superficies celulares que son de naturaleza compleja
(Lipidos, proteinas, glucoproteinas, etc). Sobre ellas se producen diferentes
interacciones que involucran reacciones hidrofébicas, hidrofilicas, uniones
hidrégeno, electrostaticas, etc. (Tadros 1980). Por tal razén el proceso de
adhesion es complejo ya que intervienen propiedades fisicas, quimicas y
electrostaticas del patégeno y del hospedante como asi también de su
interaccion.

Germinacién: La germinaciéon del propdgulo exige una asimilaciéon de
fuentes de carbono presentes en el tegumento, para lo cual el microorganismo
dispone de mecanismos enzimaticos apropiados, aunque existe competencia
con la flora de esta zona asi como extrema dependencia de los niveles hidricos y
térmicos del microclima en que se desarrolla el hongo.

Penetracién: En el proceso infeccioso de los hongos entomopatégenos
se le atribuye una gran importancia a su actividad enzimatica, sobre todo en
la fase de penetracion, siendo relevante la accién de proteasas, quitinasas y
lipasas (Hajek y Leger 1994). Se produce en los lugares del tegumento menos
esclerosados mediante un érgano de fijacién o apresorio que se desarrolla por
procesos bioquimicos del propagulo sobre la cuticula, con la liberaciéon de
lipasas, proteasas y quitinasas extracelular, una reaccién de melanizacion
acompafia la penetracion del tubo germinativo dentro del hemocele, donde
brotan las blastosporas, que son propagulos de multiplicaciéon en forma de
levaduras, el hongo es encapsulado por los plasmocitos, pero la rapida
multiplicacién y la secrecion de toxinas polipeptidicas de gran peso molecular
(proteasas) o de pequefia talla (Ciclodepsipéptidos), alteran la eficacia del
proceso de defensa del insecto, sobreviene la muerte del hospedante antes que
el germen colonice toda la superficie de su cuerpo, la esporulaciéon se produce
cuando las condiciones fisicas del medio ambiente son favorables.
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La infeccién puede ocurrir también por via oral. Las esporas germinan en
el estbmago en las primeras 72 horas. Luego las hifas pueden penetrar las
paredes del integumento, permitiendo que los jugos gastricos penetren el
hemocele. Esto a su vez causa un cambio en el pH de la hemolinfa. La muerte
del insecto es ocasionada por la accién de toxinas, producidas durante el
crecimiento micelial (Alves 1986).

Segtin Alves (1986), M. anisoplinze ha mostrado tener efectos subletales
sobre insectos que de alguna forma contribuyen al control de insectos dafinos,
algunos de estos son:

e Susceptibilidad a agentes climaticos como el viento, sol y lluvia.

e DPredisposicion a elementos naturales como virus, bacterias y otros
hongos.

e Movilidad reducida y exposicién en la superficie foliar, los hacen mas

e vulnerables a la accién de depredadores y parasitoides.

e Incapacidad de larvas y ninfas para completar su ciclo de
metamorfosis.

e Disminuciéon de la fertilidad de adultos que emergen de larvas
tratada.

4.8. GRANULOMETRIA

4.8.1. Tamafios de las particulas. La distribucién de las particulas por
tamafio en una muestra, se establece mediante un grafico que relaciona, el
porcentaje de particulas de tamafio inferior, en peso, con cada didmetro mm.

Existen muchas razones, tanto practicas como tedricas, por las cuales la
curva granulométrica de una mezcla de particulas es s6lo aproximada. El
tamafio de las particulas es diferente para las fracciones gruesas que para las
finas (Juarez y Rodriguez 1989).

4.8.2. Representacion de la distribuciéon granulométrica. Siempre que
se cuente con suficiente namero de puntos, la representacion grafica de la
distribucién granulométrica debe estimarse preferible a la numérica en tablas
(Juarez y Rodriguez 1989).

4.8.3. Grafica. La gréfica granulométrica suele dibujarse con porcentajes
como ordenadas y tamafos de las particulas como abscisas. Las ordenadas se
refieren a porcentaje, en peso, de las particulas menores que el tamarfio
correspondiente. La representacion en escala semilogartimica (eje de abscisas
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en escala logaritmica) resulta preferible a la simple representacién natural,
pues en la primera se dispone de mayor amplitud en los tamafios finos y muy
finos, que en escala natural resultan muy comprimidos, usando un médulo
préctico de escala (Judrez y Rodriguez 1989).

Todo material particulado, en estado natural o producto de trituraciéon
aparece en diferentes didmetros de particulas (http://www.mineria.unam.m
x/cgratis/ Temal.html).

La forma de la curva da inmediata idea de la distribuciéon
granulométrica; una mezcla constituida por particulas de un solo tamafio
estard representada por una lineas vertical (pues el 100 por ciento de sus
particulas, en peso, es de menor tamafio que cualquiera mayor que el que la
mezcla de particulas posea y 60 por ciento de particulas tienen tamarfio
menor); una curva muy tendida indica gran variedad en tamafios (Lambe y
Whitman 1974).

El siguiente esquema muestra los diferentes tipos de curvas
granulométricas que se encontraran en la practica.

Esquema 1. Diferentes tipos de curvas granulométricas

CONTINUA DISCONTINUA E

UNIFORME DE VARIAS

CONTINUIDADES EN
ESCALERA

(http:/ /icc.ucv.cl/ geotecnia/laboratorio/ granulometria/ granulometria.htm)

También se han presentado las curvas granulométricas en escala doblemente
logaritmica, con la ventaja, para algunos usos, que en este caso la forma de las
curvas se acerca notablemente a una linea recta en muchos casos (Lambe y
Whitman 1974).



5. METODOLOGIA
5.1. Variables

5.1.1. Variable dependiente. La produccién de conidio por gramo que se
obtuvo con diferentes tamafios de particulas de molienda de maiz.

5.1.2. Variable independiente. El tamafio de particula de la molienda de
maiz estableci6 la produccion del hongo.

5.2. Estrategia metodoldgica
5.2.1. Materiales y equipo

5.2.1.1. Materiales

e 50 1bs de maiz quebrado

e 4 tamicesN°6,8,10y 16

e 1zaranda

e 50 gal de agua pura

e 5 cubetas plasticas

e 5mldecloro

e 60 bolsas con censor para autoclavear
e 300 grapas

e 1engrapadora

e 1rollo de masking tape

e 1 pipeta desechable

¢ 1 marcador permanente

e 1 matriz liquida con hongo

¢ 15 bandejas

e 5 gotas de agente dispersante Twen

5.2.1.2. Equipo

¢ 1 Rotap con su Kit de tamices (#6, #8, #10y #16)
¢ 1 balanza en gramos

e 1 autoclave

e 2ventiladores

14
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e 1 cronémetro

e 1 agitador

e 1 camara de Newbauer
e 1 microscopio

¢ 1 computadora

5.3. Técnica Metodolégica

5.3.1. Proceso de crecimiento del hogo. El maiz amarillo quebrado
comercial se clasific6 por medio de 4 tamices de diferentes tamafios de
abertura, los tamafios de las particulas que se utilizaron para hacer el estudio

fueron:

e Tratamiento 1: particulas de 1.18mm, retenidas en el tamiz N°16 mesh.

e Tratamiento 2: particulas de 2.00mm, retenidas en el tamiz N°10 mesh.

e Tratamiento 3: particulas de 2.36mm, retenidas en el tamiz N°8 mesh.

e Tratamiento 4: particulas de 3.35mm, retenidas en el tamiz N°6 mesh.

e Tratamiento 5: mezcla de particulas de maiz comercial utilizadas en la
produccién del hongo a nivel de laboratorio.

Posteriormente de separados los tamafios de las particulas se procedié
a realizar con estas el mismo procedimiento que se sigue en el laboratorio, el
cual se describe a continuacién:

Se colocaron 9.25 1b de cada tratamiento del maiz ya tamizado del
tamafio requerido en 2.30It de agua. Esta mezcla se dej6 en imbibicion
durante 4.5 horas, posteriormente se secé en una zaranda durante 15 min. Se
coloc6 350 g de peso hiimedo en las bolsas para autoclavear con censor
térmico y se cerr6 con 5 grapas. Se procedi6é a autoclavear las bolsas durante
35 min a 120°C. Se dejaron enfriar las bolsas utilizando par ello dos
ventiladores. Posteriormente se inocularon con 12cc de matriz liquida que
contienen el hongo (previamente descartada la posibilidad de que esta esté
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contaminada), es muy importante que la temperatura del maiz al momento
de la inoculacién sea menor de 30°C. Después de la inoculacién se movieron
las bolsas para regar el inoculo en toda la muestra. Posteriormente se
condujeron las bolsas a la sala de desarrollo, en esta sala a los 4 y 8 dias se
hizo un rompimiento del micelio agitando levemente, en este tiempo se
observé que no hubiera crecimiento de bacteria u otro tipo de hongo que no
sea Metarhizium anisopliae. Las bolsas se cosecharon después de 12 dias.

Después se condujeron las bolsas que tenian el maiz con le hongo
desarrollado sobre él a la sala de secado en la cual se pusieron a secar en
bandejas las cuales tenian el contenido de 4 bolsas, aqui permanecieron
durante 4 dias hasta obtener una humedad relativa de 12%..

5.3.2. Determinacién del namero de conidios por gramo. Para poder
determinar el tamafio 6ptimo de la particula se procedié a realizar una
comparacion entre el rendimiento en conidios por gramo que se obtuvo de
los 4 tamafios de particula seleccionadas y el testigo, siguiendo la
metodologia descrita a continuacion.

Se tomaron 5 muestras con una espatula acanalada de cada una de las
bandejas de secado que compuso cada tratamiento, se colocaron estas
muestras en una bolsa plastica esta se homogeneizaron bien de la cual se
sacaron 8 submuestras (repeticiones) de 10 g cada una. Estos 10g se
suspendieron en 100ml de agua destilada que contuvieron el agente
dispersante (5 gotas/lt), esta muestra se puso en el agitador durante una hora.

Se hicieron 3 diluciones sucesivas 1:9, 1:9 y 1:1 relacion muestra de
hongo: agua. De la tltima dilucion utilizada, se extrajo Iml con una pipeta y
se vertio en la cdAmara de Newbauer una gota, la cual se dejoé reposar durante
30 segundos y se observé bajo el microscopio a 40X. Se efectud el recuento
contando los conidios presentes en cada campo, este procedimiento se realizé
ocho veces por cada repeticion para posteriormente calcular la media,
desviacion estandar con el fin de obtener el coeficiente de variacion que fue
menor a 10 %. Este proceso se repiti6 8 veces por cada tratamiento.

Con los resultados obtenidos se procedié a realizar la comparacion
entre los 5 tratamientos y por medio de andlisis de regresiéon se pudo
identificar el tratamiento que presenta la mayor produccién de
conidios/gramo.
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5.3.3. Elaboracion de la grafica granulométrica. Para determinar el
efecto de la distribucién granulométrica en la producciéon de conidios se
trabajaron muestras de tamafio uniforme con los materiales retenidos en cada
tamiz de tal manera de que se pudo establecer una funcién de producciéon
total de conidios de acuerdo con la distribucién del tamarfio de las particula.

El andlisis granulométrico se emple6 para determinar la distribuciéon
del tamafio de las particulas de la mezcla. Para el efecto se seleccioné una
serie de tamices y se determinaron los pesos netos retenidos en cada tamiz,
los que se obtuvieron restandole al peso total de un tamiz y las particulas
retenidas en el, el peso propio del tamiz o tara del mismo. Al establecer los
pesos retenidos por cada tamiz se determinaron los porcentajes retenidos en
cada tamiz y los porcentajes acumulados correspondientes. Los porcentajes en
peso acumulados que pasan en cada tamiz se determinaron restando del cien
por ciento los porcentajes retenidos acumulados, para este fin se disefié una
hoja de calculo en el programa Excel ®.

Los resultados de este proceso se representaron graficamente
tabulando en el eje de las abscisas los valores del tamafio de cada tamiz
elevado a la potencia 0.45 vy en el eje de las ordenadas los porcentajes
acumulados de los pesos que pasan en cada tamafo de tamiz.

Se hace notar que las curvas de distribuciéon granulométrica se
representaron en funcién de los porcentajes acumulados que pasan por cada
tamafio de tamiz, mientras que el andlisis de produccién se efectud en funcion
de los porcentajes retenidos en cada tamiz.

5.3.4. Validacién de Resultados. Se separaron las particulas de maiz
por tamafios utilizando el mismo procedimiento empleado anteriormente,
estas porciones de maiz se clasificaron en un tratamiento descrito a
continuacion:

Tratamiento
N° de tamiz (Mesh) Lb a utilizar
6 0.40
8 2.5
10 0.92

16 1.65
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A este tratamiento se le agregaron 2.18 litros de agua y se dej6é en
imbibicién durante 4.2 horas, a continuacién de esto se siguié todo el proceso
de crecimiento del hongo indicado anteriormente.

Con los datos de los pesos utilizados para hacer la mezcla se realizé
una prediccién utilizando la funcién del ajuste estadistico de polinomio de
segundo grado (pardbola) la cual fue la siguiente:

Y= 0.1146x2 - 0.8883x + 3.9027

Para validar los resultados la producciéon de conidios por gramo en
muestras con tamafo variable, se comparé con el resultado del calculo de la
sumatoria de los productos de los valores de la produccién promedio de cada
tamafio por el porcentaje retenido en cada tamiz.

El procedimiento indicado anteriormente también es aplicable para
establecer una funcién que se pueda utilizar en el futuro para pronosticar la
produccién de un lote con tamafio variable.

De conformidad con lo indicado anteriormente, para determinar la
produccién de un lote determinado, se obtuvo una muestra representativa del
mismo, procediendo a la determinacién del peso total de dicha muestra, de la
cual se sacaron cuatro submuestras. El porcentaje del peso total que se
encuentre de cada submuestra se multiplicé por el peso total de la muestra
madre, este resultado se dividi6 entre el peso estandar de cada submuestra y
se multiplicé por la produccion en conidios por gramo que se obtuvo de esa
submuestra. Este procedimiento se siguié con las cuatro submuestras, las
cuales se sumaron para asi poder dar la produccién total por lote o saco.

5.3.5. Prueba con maiz amarillo entero comercial. Se utilizaron 5.5
libras de maiz entero comercial equivalentes a 10 repeticiones, a las cuales se
les sigui6 el mismo  proceso de crecimiento del hongo indicado
anteriormente.

5.3.6. Aplicacion de los Resultados. La produccion usando material de
cultivo de un solo tamafio se pudo pronosticar aplicindole el promedio de
produccién obtenido para ese tamafio, mientras que cuando el material de
cultivo tiene particulas de diferente tamafo, para pronosticar la produccién de
conidios se aplicaron promedios de producciéon de cada tamafio a cada una de
las fracciones retenidas.
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5.4. Técnica estadistica. Los resultados de las muestras de conidios por
gramo se evaluaron calculando la media, desviacion estandar y el coeficiente
de variacién. Al igual que se aplicé una regresion para asi determinar la
funcién para pronosticar los niveles de produccién de muestras con diferentes
composicion granulométrica en el futuro, estableciendo al mismo tiempo su
correspondiente coeficiente de determinacion.

Los datos finales se analizaron mediante un disefio completamente
aleatorio (ANOVA) utilizando el paquete estadistico Mstat®.

Se realiz6 una prueba de medias para obtener de forma estadistica cual
fue el tratamiento que obtuvo el mayor rendimiento, la prueba de diferencias
honestamente significativa (DHS) de Tukey. Se escogié esta prueba para
comparar todas las parejas posibles de medias, al mantener el error tipo I para
el conjunto completo de comparaciones en Pa = 0.05.



3. RESULTADOS

Los resultados obtenidos en cada unidad experimental se presentan en
el cuadro anexo Al. El promedio de conidios por gramo entre los
tratamientos fue de 2.46E+9. El andlisis de varianza de la variable conidios
por gramo se presenta en el Cuadro 2.

Cuadro 1. Estadistica descriptiva para la variable conidios por gramo

Variable | Minimo | Maximo | Media | Desviacion
estandar
Con/g |1.20E+9 | 3.33E+9 | 2.46E+9 | 4.54E+8

Cuadro 2. Analisis de varianza para la variable con/gr

Fuentes de |Grados de |Suma de Valor F
variacion libertad cuadrados
Tratamiento |4 4 56E+18 11.46 **
Error 35 3.49E+18

Total 39 8.15E+18

**= Altamente significativo (p <0.01)
CV =12.8%

La discriminacion entre los tratamientos obtenidos por medio de la
prueba de Tukey se presentan en el cuadro 3.

Cuadro 3. Prueba de Medias con el comparador de Tukey al 5% de

probabilidad
Tamafio de particula Media
(mm) (Con/g)
1.18 3.01E+9 A
2.00 2.64E+9 B
2.36 2.39E+9 C
3.35 2.22E+9 D
Control 2.04E+9 E

T critica = 4.10

20
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El cuadro 4 muestra el porcentaje en peso de maiz quebrado que pasa
a través de cada abertura de tamiz. Estos valores también se presenta en la
Figura 2, en la cual el eje de las abscisas corresponde a la abertura de los
tamices en mm elevada a la potencia 0.45. También se presenta la linea tedrica
de densidad méxima.

Cuadro 4. Porcentaje en peso de maiz que pasa segin tamafo de

tamiz
Tamiz MAX MIN Prom Desv Est CV%
6 91.35 87.83 89.74 1.14 1.27
8 33.59 14.25 27.77 4.86 17.49
10 17.34 9.68 14.77 1.80 12.18
16 0.00 0.00 0.00 0.00

Figura 2. Distribucién granuloétrica del maiz comercial

o) [o] [o] [o]

§ 100.0% N° 100 N° 8N° 6 N° 4
o o,

80.0%
Y ’ || / —— Dens Max
o 60.0%
N / —l— Max
I 40.0%
g —=— Prom
) 20.0% .
o —o—Min
R 0.0%

N°200 N°40 N°16N° 10

Abertura de tamices elevada a la potencia 0.45

La relacion entre la abertura de tamiz y el nimero de conidios x 10?
para los diferentes modelos evaluados se presentan en las Figuras 3 ala 8 y el
resumen de los pardmetros de cada funcién regresiéon se presentan en el
cuadro 5.
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Cuadro 5. Resultados del ajuste estadistico de la relacién entre
las variables evaluadas

Tipo de ajuste Funcién Coeficiente de
estadistico utilizado determinacion
()
Polinomio de tercer y = 0,265x3 - 1,6683x2 + 2,8049x + 1,5814 1.00
grado (ctibico)
Polinomio de 2do grado |y =01146x2-0,8883x +3,9027 0.9835
(parabola)
Funcion logaritmica y =-0,7734Ln(x) + 3,1296 0.9772
Funcién potencial y =3.1661x-0.2973 0.9765
Funcién exponencial y = 3.4885e-0.1415x 0.9484
Funcion lineal y = -0,3653x + 3,3757 0.9345

Figura 3. Ajuste estadistico de polinomio de tercer grado
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Figura 4. Ajuste estadistico de polinomio de segundo

grado
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Figura 5. Ajuste estadistico utilizando una funcién
logaritmica
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Figura 6. Ajuste estadistico utilizando una funcién potencial
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Figura 7. Ajuste estadistico utilizando una funcién
exponencial
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Figura 8. Ajuste estadistico utilizando una funcién lineal
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El cuadro 6 presenta los resultados de validacién con el modelo Y=
0.114 x2 - 0.8883 + 3.9027 de una mezcla de 2413.1 gramos que se hizo pasar
por una serie de tamices. La columna de conidios/ gramo x 10° (Y) representa
el valor tedrico de producciéon de conidios si el tamafio de particula fuera
totalmente uniforme. La tultima columna, representa el valor tedrico para
cada tamafio de particulas pero toma en consideracion la porcion de la mezcla
retenida en cada tamiz. El valor final de 2.63 E+9 con/g representa la
proporcion tedrica de conidios por gramo utilizando el modelo y el porcentaje
de maiz retenido por cada fracciéon.

Cuadro 6. Resultado de la validacion del modelo Y= 0.1146x2 - 0.8883 +

3.9027
Tp (mm) Peso (g) % Con/g (E+9) Prediccion
X) (Y) (con/gr (E+9))
3.35 131.44 541 2.213 0.120
2.36 1133.98 46.64 2.45 1.140
2.00 417.30 17.17 2.59 0.444
1.18 748.42 30.79 3.014 0.928
Total 2413.14 100 2.63
Donde:

Tp = tamafio de abertura del tamiz donde quedaron retenidas las particulas

de maiz

Peso (g) = peso en gramos retenido en cada tamiz.
%=porcentaje de particulas retenidas en cada tamiz del 100% del peso de la

muestra.

Prediccién (con/gr (E+9)) = (Y* %)/100



4. DISCUSION DE RESULTADOS

El objetivo principal de este trabajo fue, mediante ensayos de
laboratorio, determinar el tamafio 6ptimo de la particula de molienda de maiz
para incrementar la produccion del Hongo Metarhizium anisopliae. Para
alcanzar los objetivos se realizaron diversos andlisis estadisticos que se
pueden observar en la secciéon de resultados.

El Cuadro 2 muestra los resultados del anéalisis de varianza unifactorial,
en el cual se puede observar que la F obtenida (11.65), la cual fue mayor a la F
critica (2.65), por lo cual se pudo inferir que al 0.05 de nivel de error existe
diferencia significativa entre los tratamientos.

Seguido a este andlisis fue necesario realizar una prueba de medias
para saber que tratamiento era el que tuvo mejor rendimiento, por lo que se
realiz6 la prueba de Tukey cuyos resultados se observan en el Cuadro 3. Con
esta prueba se pudo identificar que el mejor tratamiento fue el nimero 1 con
una producciéon de 3.01E+9 con/g, superando al control en 47%. En este
tratamiento se utilizaron particulas menores de 2.00 mm y mayores o iguales
a 1.18mm. En el mismo cuadro se puede observar que segiin aumento6 el
tamafio de particula también se redujo la cantidad de conidios por gramo.
También se hace notar que el tratamiento que tuvo el menor rendimiento en
cuanto a produccion de conidios por gramo fue el control (tratamiento 5) con
2.04E+9 con/g. Dicho tratamiento contenia diferentes tamafios de particulas
de maiz utilizadas comercialmente para la produccion del hongo Metarhizium
en el laboratorio, por lo cual se infiere que el cultivo del hongo en particulas
del mismo tamafo (no importando el tamafio) presentan mayor rendimiento
que la utilizaciéon de la mezcla de maiz quebrado comercial. Se destaca que el
hongo tendrd una mayor area superficial para desarrollarse en particulas
uniformes de tamafio pequefio.

También se realiz6 un ensayo de produccién del hongo empleando maiz
amarillo entero. Este ensayo se repiti6 dos veces, debido a que
aproximadamente cuatro dias después de haber sido inoculado estos lotes
con la cepa del hongo Metarhizium anisopliae se contaminaban de otros hongos
como Fussarium sp y Aspergillus sp. El material se tuvo que desechar para
evitar que la sala de crecimiento del hongo se contaminara, esto se presume
que pudo haberse debido a la insuficiente coccion pues las particulas de maiz
no habian recibido ningtin dafio mecanico antes y la cuticula que recubria
estos granos era mdas dura imposibilitando una adecuada esterilizacion de
dicho material. Por esta razén no se tuvo un dato verdadero de la producciéon
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en este sustrato, ya que al momento de la contaminacién el hongo solamente
habia desarrollado micelio y era imposible identificar conidios.

El analisis de la distribuciéon granulométrica de las muestras observado
en el Cuadro 4 y la Figura 2 indica que existe un alto grado de uniformidad
en el proceso de molienda de los granos de maiz ya que no se observa una
elevada dispersion entre los valores méximos y minimos que pasan cada
tamiz. Asi mismo se puede observar que la graduacion de las particulas mas
finas no alcanz6 una magnitud suficiente como para llenar los espacios entre
las particulas de mayor tamafio ya que practicamente la totalidad de la grafica
se desarrolla por debajo de la linea tedrica de densidad maxima, es decir
cuando los espacios ente particulas son ocupados por las particulas del
tamafio inmediato. Otro aspecto que se hace notorio es que existe un
predominio de particulas con tamafio comprendido entre los tamices N° 6 y
N°10, teniendo el material triturado una alta uniformidad dentro de este
rango, mientras que las fracciones mdas gruesas comprendidas entre los
tamices N°4 y N° asi como las mas finas, comprendidas entre los tamices
N°10 y N°16, constituyen la menor proporciéon entre todas las muestras
analizadas.

El uso de la escala en el eje de las abscisas como la abertura en mm
elevada a la potencia 0.45 de cada tamiz, se basa en que este sistema aparte de
ilustrar la distribucién granulométrica como en los graficos logaritmicos,
permite definir la distribucién que produce la densidad maxima, lo cual se
representa como la recta que une el origen con el tamafio maximo
correspondiente al tamiz en donde pasa el 100% del material analizado. El
valor del exponente 0.45 ha sido aceptado en el analisis de materiales
granulares pues experimentalmente se ha comprobado que con este valor, se
obtienen las densidades mas elevadas que cuando se aplica el exponente de
0.50, obtenido mediante andlisis tedricos, razén por lo cual en el presente
estudio se opt6 por utilizar el sistema indicado.

Para comprobar la relaciéon entre la produccién promedio y el tamafio
de las particulas se efectué un anélisis de regresion utilizando como variable
independiente el tamafio en mm del tamiz que retenia a las particulas y como
variable dependiente la produccion de con/g. Como resultado de este andlisis
se estableci6 que existe una relacion inversa entre estas variables,
correspondiendo una mayor produccién de conidios a los tratamientos con
particulas de menor tamafio mientras que la produccién de conidios se redujo
al analizar muestras compuestas por particulas de mayor tamafio. Esto se
atribuye a que en igualdad de pesos las particulas de menor tamarfio tienen
una mayor superficie que las particulas de mas tamafio.
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El objetivo del proceso de ajuste estadistico es para proporcionar una
ecuaciéon que permita pronosticar la produccién de conidios en funcién del
tamafio de las particulas.

El polinomio de tercer grado observado en la Figura 3 presenta como
resultado un ajuste estadistico exacto de uno a los valores promedio
obtenidos en los resultados de laboratorio, pero no corresponde a la realidad
fisica pues indica una reduccién en la producciéon de conidios conforme
aumenta el tamafio de las particulas hasta llegar a un valor aproximado de
3mm a partir del cual resulta en un incremento de la produccién de conidios
al continuar incrementando el tamafio de las particulas.

En la Figura 4 se puede observar que el ajuste de un polinomio de
segundo grado resulta en una ecuacién relativamente simple (Y = 0.1146x2 -
0.8883x + 3.9027) y un coeficiente de determinacién de 0.9835, en relacién con
los ajustes mediante ecuaciones potenciales, exponenciales y logaritmicas
mostradas en las Figuras de la 5 a la 7 que dieron como resultado coeficientes
de determinaciéon menores de 0.97, 097 y 094 respectivamente, con
ecuaciones con un mayor grado de complejidad que no ofrecen ninguna
ventaja en cuanto a la calidad del ajuste estadistico. Por lo cual la funcién de
ajuste de polinomio de segundo grado fue la utilizada para el célculo de la
prediccién de la produccién de con/g de una muestra de maiz de tamafios
conocidos.

En la Figura 8 se presentan los resultados mediante el ajuste estadistico
de una linea recta con un coeficiente de determinacion aceptable de 0.93, que
proporciona a cambio la ecuacién mas simple que podria ser de utilidad para
ser utilizada por personal operativo en los laboratorios de campo. No
obstante, para la validacion del estudio se utiliz6 la ecuacién cuadratica que
no significé un alto grado de complejidad y proporcioné un excelente ajuste
estadistico de 0.93%.

El proceso de validacién consistié en comparar la produccion total de
con/g obtenida de la siembra y produccién del hongo (2.65 con/g) de una
muestra compuesta por particulas de diferente tamafio con la obtenida al
aplicara a cada fraccién las producciones correspondientes a cada tamafio
obtenidas en el andlisis estadistico (2.63 con/g) los resultados demuestran la
alta aproximaciéon que tiene la funcién polinomial de segundo grado a lo
obtenido experimentalmente.



5. CONCLUSIONES

El tamafio de particula de maiz influy6 sobre la produccién de con/g del
hongo Metarhizium anisopliae .

Existe una mayor producciéon de con/g en particulas de maiz finamente
quebrado (menores a 2.00 mm y mayores a 1.80 mm), Lo cual se atribuye a
que en igualdad de pesos las particulas de menor tamafio tienen una
mayor superficie que las particulas de mas tamafio permitiendo mayor
desarrollo del hongo.

El andlisis de regresiéon demostré6 que existe una relacién negativa con
respecto a las variables tamafio de particula y produccién de con/g,
correspondiendo una mayor producciéon de conidios a los tratamientos
empleando particulas de menor tamafio mientras que la producciéon de
conidios se redujo al analizar muestras compuestas por particulas de
mayor tamano.

La funcién de ajuste de polinomio de segundo grado (Y = 0.1146x2 -
0.8883x + 3.9027) se consideré como el mejor modelo y fue la utilizada
para el calculo de la prediccién de la produccién de con/g de una muestra
de maiz de tamafios conocidos.

En el proceso de validaciéon de la funcién de ajuste del polinomio de
segundo grado el resultado obtenido mediante los célculos de prediccion
varié del dato real obtenido por 0.018 E+9 con/g, que representa una
diferencia de 0.68 %, lo cual es despreciable.

29



6. RECOMENDACIONES
Se deberdn efectuar estudios adicionales secando y desmenuzando las
muestras posterior al autoclavado, para establecer el efecto de la coccion

en su distribucién granulométrica.

Evaluar si el factor de autoclaveado tiene un efecto en la produccién de
con/g adicional al efecto del tamafio de las particulas.

Analizar diferentes variedades de maiz amarillo para establecer si existen
variaciones en los niveles de produccién de conidios segtin cada variedad.
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8. ANEXOS

33



Figura 1a. Forma de hacer los conteos para determinar con/gr en la Sala de
Control de Calidad del Laboratorio de Produccion de Metarhizium anisopliae
del Ingenio Santa Ana.

Figura 2a. Proceso de pesado de las muestra de los diferentes tratamientos
para obtener 10g de material, empleado posteriormente para la cuantificacién
de con/g.

Figura 3a. Aspecto de los cinco tratamientos evaluados antes de empezar el
proceso de disolucion del hongo en agua.



Figura 4a. Aspecto del tratamiento en el cual se empleo maiz amarillo entero,
antes de su descarte por estar contaminado.

Figura 5a. Aspecto de los tratamientos en la sala de crecimiento del hongo
Metarhizium anisopliae.

Figura 6a. Equipo empleado para el conteo de conidios



Figura 7a. Control de calidad diario de las muestras de los tratamientos, para
asi determinar la existencia de contaminacion.





