UNIVERSIDAD NACIONAL DE AGRICULTURA

PRODUCCION ARTESANAL DE Beauveria Sp. USANDO DIFERENTES
SUSTRATQOS SOLIDOS COMO MEDIO DE CULTIVO

POR:

KELVIN ARTURO SANCHEZ MELGAR.

TESIS
PRESENTADA A LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE AGRICULTURA.

COMO REQUISITO A LA OBTENCION DEL TITULO DE
INGENIERO AGRONOMO.

CATACAMAS, OLANCHO HONDURAS, C.A.

MAYO, 2016.



PRODUCCION ARTESANAL DE BEAUVERIA USANDO DIFERENTES
SUSTRATOS SOLIDOS COMO MEDIO DE CULTIVO

POR:

KELVIN ARTURO SANCHEZ MELGAR.

ESMELYM OBED PADILLA AVILA M. Sc

Asesor Principal.

TESIS PRESENTADA A LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE AGRICULTURA

COMO REQUISITO PREVIO A LA OBTENCION DEL TIiTULO DE

INGENIERO AGRONOMO

CATACAMAS, OLANCHO HONDURAS, C.A

MAYO, 2016.



UNIVERSIDAD NACIONAL DE AGRICULTURA

ACTA DE SUSTENTACION DE

PRACTICA PROFESIONAL SUPERVISADA

Reunidos en la Seccién de Frutales del Departamento Académico de Produccion Vegetal de la
Universidad Nacional de Agricultura: M. Se. ESMELYM OBED PADILLA, ING. PORFIRIO
BISMAR HERNANDEZ, ING. REINANDO ELISEO FLORES, Miembros del Jurado
Examinador de Trabajos de P.P.S.

El estudiante KELVIN ARTURO SANCHEZ MELGAR del IV Afio de la Carrera de Ingenieria

Agronémica presento su informe.

“PRODUCCION ARTESANAL DE Beauveria sp. USANDO DIFERENTES SUSTRATOS
SOLIDOS COMO MEDIO DE CULTIVO”

1 v
El cual a criterio de los examinadores, AcP(O &)O este requisito para optar al titulo de
T

Ingeniero Agrénomo.

Dado en la ciudad de Catacamas, Olancho, a los ocho dias del mes de junio del afio dos mil

dieciséis.

/% f

M. S¢. E LYM PADILLA ING. PORFIRIO BI R HERNANDEZ

Cipal Examinador

ING./ REV(ALDO EZISEO FLORES

Examinador




DEDICATORIA

A DIOS TODO PODEROSO, porque él es grande y en todo momento por muy dificil que

haya sido la situacion él estuvo conmigo.

A Ml MADRE, FIDELINA MELGAR, por cada momento de apoyo y por darme el voto
de confianza para poder culminar con mis estudios y poder enfrentarme a la vida pero sobre

todo por su paciencia, y por cada lagrima que toco derramar.

A M1 ABUELA, ADILIA MARTINEZ, por siempre apoyarme y nunca dejo de creer en

mi y siempre estuvo en mis momentos mas malos para brindarme su apoyo incondicional.

A MI PADRE, CARLOS SANCHEZ, por todo su apoyo moral cuando mas lo necesite y

por su paciencia a lo largo de mi carrera.

A MIS, HERMANQOS, Cristian Sanchez, Carlos Sanchez y Jeffrey serrano por siempre
apoyarme y ser mi inspiracion este es por ustedes.

A MIS AMIGQOS,, por todo el tiempo que compartimos y los que a la distancia estuvieron

a lo largo de la carrera.



AGRADECIMIENTO

A DIOS QUE ES EL DUENO DE TODO, y sin El no podria haber alcanzado la meta,

por brindarme salud, sabiduria, fuerza para poder soportar tanto sacrificio.

A MI CASA DE ESTUDIQOS, Universidad Nacional de Agricultura, por el aprendizaje

gue me brindo por estos cuatro largos afos,

A MI MADRE, Fidelina Melgar, porque si no es por el gran sacrificio que ella realizo

todo este tiempo, yo hubiera podido avanzar en mis estudios. Gracias Mami!!!

A MIS ASESORES DE TESIS, MSc ESMELIM OBED PADILLA AVILA Ing.
PORFIRIO HERNANDEZ, Ing. REINALDO FLORES, por haberme permitido

desarrollar mi trabajo de tesis y que por sus experiencias aprendi mucho de ellos.

A LOS ASISTENTES DE LABORATORIO, DOUGLAS IRIAS, por estar a la

disposicion de orientarme a lo largo de mi investigacion con sus conocimientos.

A MIS COMPARNEROS, Carlos Reginaldo. Mariano Sobalbarro, Engell Suazo, Noel
Mondragon porque de una u otra forma estuvieron pendientes en cualquier situacion en

gue necesite de su ayuda.



CONTENIDO

DEDICATORIA ettt e et e e et e et e e et e e et e e e te e e e seeeaseeeaneeeanneeennnees i
AGRADECIMIENTO ...ttt sttt sttt st sesbe st e s eseesesaeseanesneneas iii
LISTA DE CUADROS ...ttt ettt e e et e e et e e s b e e asae e e snbeeesnneeennaeeans vi
LISTADE FIGURAS ...ttt sttt sttt seanenne e vii
LISTA DE ANEXOS ..ottt e ettt e s e e e na e e e b e e et e e e na e e anneeeannes viil
RESUMEN ...ttt bbbt e s e bt st et e st et et e s e besbentaneaneneas iX
L INTRODUGCCION ...ttt sttt s s naanensnsenens 1
IO =N I Y 1 TS 2
2.1 GBINEIAL ..ot ettt bbbt ettt aas 2
2.2, ESPECITICOS ..ttt sttt st 2
IV. REVISION DE LITERATURA ..ottt ettt ettt 3
Ot I O 1 o 1o USRS 4
O o 11 (0] 1 - OO SSRRRSR 4
4.3 Clasificacion taXONOMICA ........ceeeuerieieierienieste st ettt st sttt eeeense s e 4
4.4 Generalidades de Beauveria Dassiana ...........cccoveiereieie s 5
4.4.1 Caracterizacion molecular de Beauveria bassiana ..........cc.ccooeverereneiesnsnseenenn, 6
Y (oo (o o [-IF- ToTod o] ST P TP URPRPR 6
4.6. Aplicacion de DEAUVEITA SPP. ..cvveiviiieiie ettt 7
4.6.1 beauveria spp como Control BiolOQICO .........ccvvveiviiieiieiiee e 8
4.7. Ventajas de 10os hongos entomopatOgEN0S .......ccecveeeeiieerieiiesieeie e 9
4.8 SUSLratoS de CrECIMIBNTO .....veveieiesieeieeie e e steeste e e e teesee e sre e eeeneesneenneas 10
4.8.1  ASEITIN U8 PINO c.viiieciieie ettt e e e sae s ne e e 10
A.8.2  BAJAZO ..c.eiiieiiie e 11
4.8.3  PUIPA B CAfB....c.oiceeeeee e 12
B84 IMAUZ oottt ettt e 14



4.8.5 YN 1 (0 AT PPPRTT 14

e T To ] (oo J PSPPI 15
4.9 COMPIBMENTOS ..ottt ettt be et e e e 15
A.9.1  IMEIAZA ..ottt st s saeen 16

V. MATERIALES Y METODO .....cocoiiiireiieesseieesteeiess st ses s ssses s s sens s sessssenssnens
5.1 Localizacion geografica del eStUdio.........cceevvevuieriieieciecieeieceeseee e 17
5.2 MaterialeS Y EQUIPOS ....eevueeeerieeieeiesteeteeteseesteeeesseeaeeaesseesseesesseesseessesssenseensens 17
5.3 MALEIIA PITMA..cuiiiiiiieieieiesieete sttt sttt sttt ettt st b e bt eaeeaeese e ensennen 17
5.4  Desinfeccion del laboratorio y 1as instalaCiones...........cccceecveeieveeceeceececceeeeies 18
55.1  Desinfeccion de la camara de inOCUlaCion ..........coccevvevverenenienenenieeieieiee 18
5.5.2. CUItIVO del INOCUIOD ...t 19
5.5.2  Preparacion del iNOCUIO ........cceeieieieieieiescccceeee e 19
5.5.3  Preparacion del sustrato SOHAO ........ccceevuerierieeiieciesece e 19
554  La desinfecCion de SUSLIAt0.........ccueererieieirierieine e 20
555  Ajuste de lanumedad ..o 20
55.6  Siembra del inoculo en el SUSLratO........ccceveririerieieieieee e 20
56  Disefio eXPerimental ..........ccoveeerieieiiereee et 21
5.7  Fermentado del SUSTIAt0 ......c.oceeririierieeee et 21
5.8  Variables @ @ValUar..........cocovieiiiiieieieeeesee e 21
5.8.1  Medicion del grado de colonizacion del hongo Beauveria sp. ...............c....... 21
5.8.2  Secado del sustrato fermentado ...........ccceverererenerieiieneseneee e 22
5.8.3  Conteo de conidios por gr de SUSLIato .........ccceeeevieeeeseerieeie e 22
5.8.4  Pruebas de viabilidad.........c.cocoeiriiiiiiiii e 23

VI RESULTADOS Y DISCUCITON ...ttt
6.1 Colonizacidn de SUuStrato POr di@.........c.ccvvevviiiieieeiicecee e 24
6.2 cantidad de conidios por gramo de SUSEFA0 ..........ccevueruerierererinieee e 26
6.3 porcentaje de Viabilidad .............coveiiiiiiicce e 27
6.4 Porcentaje de Viabilidad en tratamiento de rayos ultravioleta ............cccccocvniinnnn, 29

VI BIBLIOGRAFTAS ...ttt ettt e resne e

VT ANEXOS ..ttt b et b e et et b e nb et e e ne e



LISTA DE CUADROS

Cuadro 1Composicion quimica del aserrin de pino 11
Cuadro 2 Composicion quimica del bagazo 12
Cuadro 3 Composicién quimica de la pulpa de café 13

Cuadro 4 Composicion quimica proximal de las partes principales de los granos de maiz

(%) 14
Cuadro 5 Composicién quimica del arroz 15
Cuadro 6 Composicién quimica del sorgo 15

Cuadro 7Analisis quimico proximal de melaza 16

Vi



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 Crecimiento de micelio del hongo Beauveria spp. Segun el sustrato solido

evaluado como medio de cultivo

Figura 2 Numero de conidios por gramo de sustrato hongo Beauveria spp. Evaluadas con
Sustratos solido evaluado como medio de Cultivo  ..........c.cooiiiiiiiiiii 27
Figura 3 Porcentaje de viabilidad del hongo beauveria spp. En los diferentes sustratos
BVAIUAAOS o 28
Figura 4. Evaluacion del porcentaje de viabilidad del hongo a exposicion de rayos

ultravioleta en seis diferentes sustratos solidos y melaza como complemento.

vii



LISTA DE ANEXOS

Anexo 1 Preparacion y esterilizacion del sustrato

Anexo 2 Preparacion del inoculo.

Anexo 3 Medicion de crecimiento de micelio

Anexo 4 Preparacion de las disoluciones

Anexo 5 Conteo de conidios para calcular el porcentaje de viabilidad

Anexo 6 Analisis de Varianza para la variable Crecimiento de micelio

Anexo 7 Analisis de Varianza para la variable Namero de conidios/gr de Sustrato

Anexo 8 Analisis de Varianza para la variable Porcentaje de viabilidad

viii

37
37
38
38
39
39
41
42



RESUMEN

La investigacion se realizo en las instalaciones del INSTITUTO NACIONAL DE
FORMACION PROFESIONAL (INFOP) ubicado en el municipio de La Paz,
departamento de La Paz, con el objetivo de evaluar diferentes sustratos solidos como medio
de cultivo en la produccion masiva de beauveria spp. Y determinar cuél es el mas aceptable
y con mejor potencial para esta multiplicacion. Los hongos entomopatdgenos constituyen el
grupo de mayor importancia en el control bioldgico de insectos plagas. Practicamente,
todos los insectos son susceptibles a algunas de las enfermedades causadas por estos
hongos. El objetivo es que el INFOP adopte esta tecnologia para que pueda ser impartida a
los alumnos de este centro y de esta manera ponerla a disposicion de los pequefios
agricultores por medio de ellos que son futuros extensionistas haciendo uso de productos
organicos al alcance de ellos y reducir el uso de agroquimicos. Para ello se utilizaron
diferentes granos, arroz, Maiz y sorgo, desechos forestales, aserrin de pino, y desechos
agricolas, pulpa de café y bagazo de cafa azlcar, y melaza de cafia de azlcar como
complemento. Los cuales fueron inoculados con el hongo (beauveria spp). Para la
realizacion del estudio fue necesario el aislamiento de la cepa propagativa del hongo
(beauveria spp). Seleccion de los sustratos y complementos a evaluar, y establecer las
condiciones artesanales para montar las unidades experimentales. Entre las variables
evaluadas tenemos el crecimiento de micelio en el sustrato; otra de las variables evaluadas
fue el numero de conidios por gramos de sustrato el cual se realizd el conteo en el
hematocimetro de neubauer; la Ultima de las mediciones correspondio al porcentaje de
viabilidad de conidios. Para la evaluacion del crecimiento de micelio se realizé la
inoculacion de Beauveria spp en cada uno de los sustratos, el mejor tratamiento para
crecimiento fue generado por la combinacién de Sorgo precocido+agua con 290.06 cm?,
para la variable nimero de conidios el tratamiento que genero un mejor comportamiento es
Arroz+agua con una media de 7.59x10°%conidios/gr de sustrato. En cuanto al porcentaje de
viabilidad se refiere, decimos que Maiz precocido+melaza es el tratamiento que mejor
media presento con 92.3% de conidios viables. Para realizar el proceso de reproduccion
masiva se concluye dar mayor prioridad a la variable nimero de conidios, debido a que al
hacer la relacion matemaética entre las variables NUmero de conidios-% de viabilidad,
obtenemos como resultado que la cantidad de conidios viables que se generan en los
diferentes tratamientos presenta el mismo comportamiento observado en la pruebas de
medias de numero de conidios.



I INTRODUCCION

En la actualidad, la produccion agricola busca alternativas, al uso intensivo de insumos
inorganicos y el desarrollo de sistemas que incluyan la contribuciéon de organismos que
mejoren las caracteristicas organicas y quimicas del suelo. Uno de estos organismos

benéficos son los hongos entomopatogenos.

El género Beauveria estd compuesto por varias especies: B. bassiana, B. brongniartii 6 B.
tenella, B. amorpha, B. velata. Las mas frecuentemente estudiadas son B. bassiana Este
género se caracteriza por presentar un micelio blanco, conidiéforos sencillos,
irregularmente agrupados o en grupos verticilados, en algunas especies hinchados en la
base y adelgazando hacia la porcion que sostiene la conidia, la cual se presenta en forma de
zig-zag, después de que varias conidias se producen; las conidias son hialinas, redondeadas

a ovoides y unicelulares (Bustillo 2001).

Beauveria bassiana es uno de los HE mas usados a nivel mundial para el control de insectos
plaga en la industria agricola y forestal. La razon de esta preferencia reside en su amplio
rango de accion de cerca de 750 especies de insectos, asi como el alto grado de
conocimiento a nivel molecular entre la interaccién hospedero-patégeno del desarrollo del

sistema de produccion de este hongo



Il. OBJETIVOS

2.1 General

Evaluar los sustratos arroz, sorgo, maiz, aserrin bagazo de cafia y puplpa de café como
medio de cultivo y melaza como complemento para la produccion artesanal de Beauveria
spp.

2.2. Especificos

Describir los niveles de crecimiento y colonizacion que presenta el hongo en los diferentes

materiales usados como sustrato.
Determinar el efecto de algunos complementos utilizados en la produccion de hongos.

Determinar si existe una correlacion entre el sustrato utilizado y la viabilidad de los

conidios.

Identificar el material que como sustrato genera mayor produccion de conidios.



IV. REVISION DE LITERATURA

La utilizacion de los hongos entomopatdgenos en la agricultura como un método de control
bioldgico ha ido en aumento en los Gltimos afios, debido al gran potencial que tienen en el
manejo de plagas. Hoy dia existen en el mercado mundial insecticidas bioldgicos a base de
hongos, bacterias y virus. No obstante de los aproximadamente 100 géneros y 800 especies
de hongos entomopatégenos que han mostrado actividad contra diferentes insectos.
(Thacker, 2002), solo pocos son utilizados comercialmente como agentes de control, siendo
los mas utilizados Beauveria (Zurek y Keddie, 2000; Mulock y Chandler, 2000; Leite,
Batista, Almeida y Alves, 2003) y Metarhizium. (Ferron, Fargues y Riba, 1991; Leite et al.,
2003)

El hongo Beauveria bassiana es utilizado exitosamente en muchas regiones del mundo,
como parte de las estrategias del manejo integrado de plagas, por sus caracteristicas
patogénicas para controlar insectos, por su factibilidad de reproduccién en forma artificial y
la rentabilidad de su uso (Esperanza, Gerding y France, 2008), ambientalmente favorable y

sin efectos toxicos. (Baeteman, 1997)

El hongo Beauveria bassiana es utilizado exitosamente en muchas regiones del mundo,
como parte de las estrategias del manejo integrado de plagas, por sus caracteristicas
patogénicas para controlar insectos, por su factibilidad de reproduccion en forma artificial y
la rentabilidad de su uso (Esperanza, Gerding y France, 2008), ambientalmente favorable y

sin efectos toxicos. (Baeteman, 1997)



4.1. Origen

En 1835, Agostino Bassi fue el primero en describir a Beauveria como agente causal del
mal del segno, también conocido en Italia como calcinaccio o cannellino y como
muscardino blanco en Francia. Este hongo fue el causante de la devastadora epizoosis que
produjo importantes pérdidas econdémicas en la industria de la seda del sur de Europa, entre
los siglos XVI1II'y XIX. La epidemia diezmo las poblaciones de larvas de gusanos de seda,
y por ello se desarrollaron diversos estudios en este &ambito. En esta linea, Bassi se dedicé al
estudio de Beauveria, y con ello, fue el primero en demostrar que los microbios pueden
actuar como patdgenos contagiosos de animales, una importante aportacion a la teoria del

germen de la enfermedad (Porter, 1973).

4.2. Historia

El primer reconocimiento taxondmico del hongo muscardino fue propuesto por Balsamo-
Crivelli, quien en honor a Bassi, denomindé al hongo Botrytis bassiana. El género
Beauveria, en cambio, no fue descrito formalmente hasta 1912 por Vuillemin, y
actualmente se engloba en la familia Cordycipitaceae, dentro del orden Hypocreales. B.
bassiana presenta un aspecto algodonoso Yy tiene una coloracion blanca que en ocasiones
torna a crema o amarillo anaranjado. Presenta fidlidas cortas y globosas en la base y
estrechas en su parte superior, agrupadas normalmente en verticilos. Cada una de estas

fialidas porta un conidio en forma de balén (Muillemin, 1912).

4.3 Clasificacién taxonémica

Reino Fungi

Divisién Mycota
Subdivisién Eumycota
Clase Deuteromycetes
Subclase Hyphomycetes
Orden Moniliales



Familia Moniliaceae
Género Beauveria Vuillemnin

Especie Beauveria bassiana

4.4 Generalidades de Beauveria bassiana

El género Beauveria estd compuesto por varias especies: B. bassiana, B. brongniartii ¢ B.
tenella, B. amorpha, B. velata. Las mas frecuentemente estudiadas son B. bassiana
(Balsamo) Vuillemin y B.brongniartii (De Lacroix) Siemszko (Bustillo 2001). Este género
se caracteriza por presentar un micelio blanco, conidiéforos sencillos, irregularmente
agrupados o en grupos verticilados, en algunas especies hinchados en la base y adelgazando
hacia la porcion que sostiene la conidia, la cual se presenta en forma de zig-zag, después de
que varias conidias se producen; las conidias son hialinas, redondeadas a ovoides y
unicelulares (Bustillo 2001). B. bassiana posee conidias de globosas a subglobosas (2.0-

3.0um) y estructuras conidioforas que forman densos grupos (Samson et al., 1988).

Las esporas son esféricas y levemente ovaladas en medios aerobios, pero mas ovaladas en
medios anaerobios, llamadas blastdsporas (Kouassi, 2001). Sin embargo, indiferentemente
de su morfologia, presentan igual capacidad de infeccion. Tanto las esporas como las hifas,
no son pigmentadas (hialinas), por lo que su apariencia es blancuzca para el ojo humano
(Barron, 2001).

Beauveria es un género muy cosmopolita que engloba a hifomicetes haploides que habitan
en el suelo de forma natural. B. bassiana es el hongo entomopatdégeno con mas
representacion en los suelos espafioles, tanto cultivados como naturales, de hecho existe un
estudio sobre la distribucion de este hongo en la peninsula y como las caracteristicas del
terreno afectan a dicha distribucion. Segun este estudio, B. bassiana tiene predileccion por
suelos con bajo contenido en materia orgéanica y preferiblemente arcillosos, y suele
localizarse por lo general en latitudes bajas y altitudes por debajo de los 700 m (Quesada-et
al., 2007).



4.4.1 Caracterizacion molecular de Beauveria bassiana

Beauveria bassiana es uno de los HE mas usados a nivel mundial para el control de insectos
plaga en la industria agricola y forestal (Inglis et al., 2001). La razon de esta preferencia
reside en su amplio rango de accion de cerca de 750 especies de insectos, asi como el alto
grado de conocimiento a nivel molecular entre la interaccion hospedero-patégeno del

desarrollo del sistema de produccion de este hongo (Feng et al., 1994)

4.5. Modo de accion

Presenta la habilidad de vivir de manera parasitica y saprofitica, lo que le permite
sobrevivir en presencia 0 ausencia de insectos huésped, respectivamente. Cuando se
encuentra en el suelo en materia organica, su morfologia micelial genera una red amplia y
filamentosa originada a partir de un conidio; sin embargo, en presencia de un insecto
huésped, el conidio germina y una vez dentro del insecto, pasa a formar una red de hifas,
que una vez colonizada, pasa nuevamente a una forma similar a la de levadura (blastdspora)
(Wong, 2003).

El ataque de este hongo sobre el insecto huésped, se realiza en diferentes etapas divididas

en: adherencia, germinacion, diferenciacion y penetracion (Kouassi, 2001)

El propagulo infectivo del hongo (conidia) se deposita en la superficie del insecto
(exoesqueleto) adhiriéndose a la misma (fase de adhesion), a continuacion aparece el tubo
germinativo (fase de germinacion) y a partir de €l, se desarrolla el apresorio, una estructura
celular que ejerce presion contra las capas cerosas del exoesqueleto, al mismo tiempo que
libera varios tipos de enzimas (quitinasas, cutinasas) las cuales producen la histolisis de los
tejidos ablandandolos y permitiendo la infeccion del hongo (fase de infeccion). Dentro del
hemocele el hongo coloniza y se dispersa en la hemolinfa, emitiendo al medio metabolitos
secundarios del tipo micotoxico (beauvericina) los cuales afectan diferentes actividades

fisioldgicas y organos vitales del insecto hasta producirle la paralisis y posteriormente, su
6



muerte en un lapso variable de entre 4 y 8 dias. Finalmente el hongo concluye su ciclo al
colonizar externamente al cadaver del insecto y producir y liberar al medio millones de
conidias infectivas, que funcionaran como indculo secundario para infectar a otros

individuos.

Segun Duperchy (2003), la adhesién del conidio a la cuticula del huésped, no es especifica
en muchos casos. Sin embargo, al parecer, la agresividad se encuentra relacionada con la
actividad enzimatica sobre los lipidos, acidos grasos y la secrecién de mucilago, que

cumple la funcion de adhesion y de favorecer la actividad de las enzimas extracelulares

Adicionalmente, en algunas ocasiones se evidencia la actividad de sustancias no
enzimaticas, como las beauvericinas, beauverolidasas, bassianolidasas e isarolidasas, que

acentlan y aceleran el proceso de infeccién (Kouassi, 2001).

4.6. Aplicacion de beauveria spp.

Las conidias del hongo son aplicadas de diferentes formas dependiendo de la ubicacion del
insecto, el desarrollo del cultivo y de las caracteristicas topogréficas del lugar. Para el
control de insectos de follaje como los gusanos defoliadores, se recomienda asperjar una
suspension acuosa de conidias, de manera tal que las mismas sean depositadas idealmente
sobre el insecto meta. Para tal efecto puede utilizarse tanto equipo terrestre (bombas de
espalda, “boon” o candn”). En el caso de insectos de suelo, se recomienda ya sea incorporar
el material (hongo con sustrato) o aplicar una suspension al suelo manera de “Drench”,
tratando de hacer que las conidias penetren y alcancen a los insectos. Para otros insectos
como el Picudo Rayado, el hongo se deposita sobre cebos atrayentes contenidos dentro de
trampas tipo “bambu o galon”, esto con el objeto de que el insecto atraido se contamine con

el hongo.



4.6.1 beauveria spp como Control Bioldgico

El hongo Bb presenta gran actividad entomopatégena en variados tipos de insectos
alrededor del mundo, incluyendo los Ordenes Coledptera, Lepidotera, Homdptera vy
Arthropoda (Alcazar et al.,, 1999). Se han encontrado cepas con virulencia hacia
importantes plagas, tanto para la agricultura como para los humanos. En la agricultura, se
ha utilizado para el combate de la cucaracha de la papa de Colorado (Leptinotarsa
decemlineata), termitas y hormigas (Acromyrmex sp, Atta sp), broca del maiz (Ostrinia
mubilalis), oruga del pino (Dendrolimus spp), grillos verdes (Nephotettix spp) y la polilla
(Laspeyresia pomonella) (Wong, 2003). También Anthonomus grandis del algodén,
Cosmopolites sordidus del banano, Ancognatha sp y Phyllophaga sp de la papa, Compsus
sp en ornamentales, Cosmopolites sordidus y Pseudococcus sp en pifia, Loxotama elegants
en palma, Trips sp, acaros en general y Corytucha sp en hortalizas y frutales, entre otras
(EDAFON, 2005)

En el campo de la salud humana, cepas de Bb atacan la mosca tsetse (Glossina morsitans),
mosquito de la arena ( Phlebotomus sp) que transmite Leishmania, insectos del género
Triatoma y Rhodnius , vectores de la enfermedad del mal de Chagas, y Anopheles stephensi

, transmisor de la malaria (Wong, 2003).

4.6.2 Beauvericinas

Las toxinas producidas por el hongo B. bassiana fueron los primeros compuestos en ser
caracterizados y aislados pertenecientes a una familia de péptidos conocidos como
depsipéptidos (Logrieco et al., 1998). La accion insecticida de estos depsipéptidos es
especifica para cierto grupo de insectos, entre ellos muchas familias de lepiddpteros. La
toxicidad se debe a la accion sinérgica de un complejo de compuestos formando complejos
de iones sodio (Na) y potasio (K) que permiten el incremento natural y artificial de las

membranas. Muestra actividad antibiotica en contra de algunas bacterias como Bacillus



subtilis, Escherichia coli, Mycobacterium phlei, Staphylococcus aureus (Ovchinnicov et
al., 1971)

La beauvericina es sintetizada de manera similar a las eniatinas y en su biosintesis
interviene una enzima multifuncional conocida como eniatina sintetasa cuya expresion es
constitutiva (Billich y Zocher 1988). Dos ciclotetrapéptidos muy parecidos denominados
beauverolidos H e | fueron aislados del micelio de B. bassiana mostrando una baja
actividad insecticida contra lepidoteros, sin embargo algunos otros compuestos conocidos
como beauverdlidos L tienen una fuerte accién inmunoduladora pero no un efecto
insecticida (Jegorov et al., 1994).

Otro metabolito aislado de B. Bassiana conocido como basiandlido ha mostrado tener uma
fuerte accidn insecticida contra larvas de gusano de seda Bombix mori (Kanaoka et al.,
1978).

4.7. Ventajas de los hongos entomopat6genos

e Selectividad: las cepas son especializadas para cada plaga y su patogenicidad aumenta

cada vez que ataca otros individuos de la misma especie.
e Persistencia: En el suelo o en insectos muertos.

e Poco impacto ambiental.

e Poca toxicidad para el hombre y otros animales.

e No inducen resistencia.

La investigacion sobre control bioldgico con hongos entomopatdgenos esta generando

constantemente ideas sobre su uso en campo. Lo anterior permite optimizar las practicas de
9



aplicacion para aumentar la probabilidad del cumplimiento de su ciclo infectivo, teniendo
en cuenta factores como las condiciones ambientales més favorables al momento de la
aplicacion. También se han generado avances en la produccion y almacenamiento, aspectos
que se tornaban, hace tiempo, en desventajas en el uso de estos microorganismos
(Madrigal, 2001)

4.8 Sustratos de crecimiento

Los sustratos utilizados varian segln la region y la finalidad de la multiplicacién. Se han
probado arroz pelado, trigo, cebada, maiz partido, hollejo de cereales, pasto seco picado,

entre otros

4.8.1 Aserrin de pino

Segun estudios realizados por (Lépez y Soto2008). La composiciéon quimica del aserrin es
similar a la reportada por FAO (1997) para madera, Lee (1992) para materiales
lignocelul6sicos y Sojstrom (1981) y Mosier et al. (2005) para madera blanda. Las
diferencias encontradas dependen del tipo de biomasa, el lugar de crecimiento, los
fertilizantes usados, el tiempo de cosecha y las condiciones de almacenamiento (de Boer y
den Uil 1997). Coincidiendo con (Alvarez Godoy 1999).
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Cuadro 1Composicién quimica del aserrin de pino en comparacion con las reportadas por
sOjstrom (1981), lee (1992), fao (1997) y mosier et al. (2005)

Componente Experiment FAO1 Lee2 Sojstrom3 Mosier et al.4

ales (%) (%) (%) (%)

(%)
Celulosa -- 40 - 55 30 - 60 40 - 45 46.4
Hemicelulosa -- 20-35 30 - 60 20 - 30 8.8
Carbohidratos 55.233 + 60 - 90 60 - 90 60 - 75 55.2
totales 0.74 25-30 10-30 26 - 32 29.4
Lignina 26.58 + 5-20 10-20 -- --
Extraibles 0.41 02-2.0 -- -- --
Cenizas 2441 +

0.36

0.68 +0.02

1madera, 2materiales lignocelulosicos y 3, 4maderas blandas

4.8.2 Bagazo

Es un subproducto que queda al extraer el jugo de la cafia. Estad formado por dos tipos de

tejidos: uno de formacion mas compacta llamado tejido fibroso y otro de constitucién

menos densa proveniente del parénquima vegetal, llamado meollo o bagacillo.

Composicion quimica del bagazo

En el cuadro 2 se

muestra la composicion del bagazo fresco. EI componente mas

importante del bagazo es la fibra cruda, la cual estd basicamente constituida por

lignocelulosa.
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Cuadro 2 Composicion quimica del bagazo

Item %
Materia seca 55,0
Proteina bruta 1,3
Fibra bruta 40,0
Extracto etéreo 0,76
Extracto no nitrogenado 3,20
Cenizas 1,00

(Sierra, 2000).

La lignocelulosa es el complejo formado por lignina, celulosa y hemicelulosa que existe en

una estrecha asociacion fisica y quimica en las células vegetales. (Sierra, 2000).

4.8.3 Pulpa de café

La pulpa de café representa un desecho agroindustrial muy abundante y de bajo valor
nutricional debido a la presencia de sustancias toxicas como la cafeina y los polifenoles. Se
puede mejorar su valor nutritivo a través de una fermentacion solida (FS) con hongos
filamentosos capaces de detoxificar la pulpa de café utilizando la cafeina como fuente de
nitrogeno y los polifenoles como fuente de carbono para su crecimiento. (Roussos S,
Hannibal L. Y Nava G.)Anteriormente varios Investigadores utilizaron Anger para el
enriquecimiento proteico de la pulpa de café adicionando nitrogeno mineral al sustrato
obteniendo rendimientos satisfactorios en proteina sin obtener una degradacion completa de

la cafeina (Penaloza, et al 1981);
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Cuadro 3 Datos obtenidos en estudio sobre la Composicion quimica de la pulpa de café a
diferentes tiempos de ensilaje (Noriega y Silva2009).

Componentes del mucilago Composicion quimica (%)

Materia himeda (m.h)

Humedad 85.0

Carbohidratos totales 7.0
Nitrogeno 0.15

Acidez ( como &cido citrico) 0.08
Compuestos insolubles en alcohol (AIS) 5.0
Pectina (como acido galacturonico) 2.6

Materia seca (m.s)

Sustancias pépticas 33
Azucares reductores 30
Azucares no reductores 20
Celulosa y cenizas 17

Fuente (Noriega y Silva2009).
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484 Maiz

Cuadro 4 Composicion quimica proximal de las partes principales de los granos de maiz

(%)

Componente quimico Pericarpio
Proteinas 3,7
Extracto etéreo 1,0

Fibra cruda 86,7
Cenizas 0,8
Almidon 7,3

Azlcar 0,34

Fuente: Watson, 1987.

485 Arroz

Endospermo
8;0

0,8

2,7

0,3

87,6

0,62

Germen
18,4
33,2

8,8

10,5

8,3

10,8

Entre las fracciones del grano de arroz, el salvado posee el maximo contenido energético y

proteico y la cascara el minimo. Las vitaminas del grupo B se concentran en las capas de

salvado al igual que el a-tocoferol (Vit. E) y fosforo, como se puede ver el arroz elaborado

pierde gran contenido de riboflavina (Vit.B2) llevandose la mayor parte el salvado de arroz

Gomez 1978. De la misma manera establece una lista de componentes quimicos (Cuadro 5)

que posee el arroz.
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Cuadro 5 Composicion quimica del arroz

Componente quimico %
Materia Seca 88.2
Proteina 7.1
Fibra cruda 0.5
Cenizas 0.8
Energia Kcal 373

Fuente: Gomez 1978.

3.9.6 Sorgo

El grano de sorgo estd constituido basicamente por proteinas, lipidos, carbohidratos,
vitaminas, minerales y polifenoles (Cuadro 6), en porcentajes variables segin genotipo y
ambiente El contenido de proteina del endospermo estd mas influenciado por la eficiencia
en la absorcion de Nitrogeno (N) y su traslocacion a la semilla, que por la cantidad y forma
de N aplicado al suelo. Las proteinas del sorgo son en general altas en los aminoacidos,
leucina, &cido glutdmico, alanina, prolina y &cido aspartico, siendo lisina, metionina y

triptofano los mas limitantes (Domanski et al, 1997)

Cuadro 6 Composicion quimica del sorgo

Componentes quimicos %
Proteina 10.4
Fibra cruda 2
Carbohidratos 70.7
Ceniza 1.6
Energia Kcal 329

Fuente FAO 1995

4.9  Complementos
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491 Melaza

Es un subproducto de la industrializacién de la cafia para la obtencidn de azlcar. La melaza

representa de 25 a 34 Kg. por cada 1,000 Kg. de cafia que entran al ingenio

4.9.2 Composicién quimica

Las caracteristicas méas sobresalientes de la melaza (cuadro 5) son la ausencia de grasa y

fibra, el bajo contenido de proteina cruda y el alto contenido de ceniza. Los componentes

mas variables parecen ser el potasio y el sodio MELAZA

Cuadro 7Analisis quimico proximal de melaza

Analisis quimico proximal de melaza en porcentaje item Porcentaje
Humedad 22,81
Proteina 1,56
Fibra 0,00
Grasa 0,10
Cenizas 6,75
E.N.N. 68,78

Fuente (laboratorio de nutricion animal ICA, 1969.)
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V. MATERIALES Y METODO

5.1  Localizacion geografica del estudio

El experimento se realizo en las instalaciones Instituto Nacional de Formacién Profesional
(INFOP), ubicado a 3 Km al Norte de la ciudad de La Paz, en el departamento de la Paz, a
un altitud de 630 msnm, una precipitacion promedio anual de 116.9 mm y una temperatura
promedio de 27.6 C°

5.2  Materiales y equipos

Los materiales que se utilizaron son placas Petri de 100mmx15mm, papel toalla, , bolsas
de polipropileno, polipel, bandejas plasticas, agua destilada, papel parafina (sellar), balanza,
bisturi, cubre y porta objetos, jeringas, alcohol 95%, alcohol de quemar, baldes, marcador
permanente, maskin tape, grapadora, pinzas, zaranda, sacos, hielera, computadora portatil,
camara de flujo Laminar (biosafety class 2 labconco), , autoclave (All américa model 25x),
calentadores (fisher Scientific.), ollas de aluminio de 30cm, 20 cm de didmetro, colador,

refrigeradora, microscopio, paste de estereoscopio, libreta de campo, lapices, marcadores,

5.3  Materia prima

Granos de Maiz, Granos de Sorgo, Granos de Arroz, Bagazo de cafia, Pulpa de Cafg,

Aserrin, Cepas de beauverias spp. Y melaza



5.4  Desinfeccion del laboratorio y las instalaciones

El proceso de desinfeccion comenzo6 con la remocidn de la materia organica presente en la
infraestructura, herramientas y equipos a utilizar este proceso se realizd con detergente,
luego se hiso el proceso de desinfeccion en la cual se realizd con hipoclorito de sodio
comercial. Ambas soluciones se mezclaron con con agua destilada. Después del lavado las
herramientas y equipos se sometieron a una esterilizacién que se realiz6 con agua caliente
a 100 °C durante 10 minutos. En algunos casos que los equipos son demasiado fragiles la

esterilizacion se realizé en alcohol.

55  Manejo del experimento a nivel de laboratorio

5.5.1 Desinfeccion de la cAmara de inoculacién

La cAmara de aislamiento se desinfecto antes de cada inoculacion en el sustrato de agar, con
alcohol al 70%, por dentro y afuera de la misma, se encendio el mechero y se mantuvo la
camara cerrada por termino de un minuto, el mechero se mantuvo encendido en todo el
proceso de siembra, luego se procedid a realizar los aislamientos; la desinfeccion personal
se llevd a cabo siempre antes de realizar aislamientos y después de los mismos, y consistio
con la aplicacién por aspersion a la manos con alcohol al 70%. Como ultimo paso para la
desinfeccion es la utilizacion de la luz ultravioleta tipo C, con el objetivo de eliminar

cualquier contaminante que haya ingresado al momento que se realiza el aislamiento.

18



5.5.2. Cultivo del inoculo

En este paso procedimos a cultivar el hongo en placas Petri para obtener los conidios que
seran inoculados en los siguientes sustratos. Se preparé el medio de cada 1000 ml de agua
destilada, luego hecha la solucion se pas6 al calentador magnético que calienta y
homogeniza la solucion posteriormente se esterilizo en el autoclave. Una vez que la
solucion de PDA se enfrid se procedio a verterla en cada una de las placas Petri en las que

se cultivo el hongo

5.5.2 Preparacion del inoculo

Se vertio su contenido (conidias) en un erlenmeyer de 1500 ml, al que se le afiadié un litro
de agua destilada y 1 ml de tenso-activo, y posteriormente se agito por 5 min para
homogenizar la solucidn, de éste se tom6 un ml para una camara de Neubauer y se realizo
los conteos de esporas en 5 campos de la camara, y del total obtenido en los dos puntos se
promediara el nimero de esporas/ml (Leite et al., 2003). El objetivo era obtener una

concentracion de 3, 2x108 conidios/ml de la solucién.

5.5.3 Preparacion del sustrato solido

En la preparacion del sustrato solido se determind el material o desecho organico a utilizar
(Maiz, Arroz, Sorgo, Pulpa de Cafe, Bagacillo, aserrin), y se adecuo el tamafio de este para
que exista una mezcla homogeénea de sustrato mismo. Se recomienda que las particulas sean

menor a 5mm para que el manejo sea mejor.
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5.5.4 La desinfeccién de sustrato

El primer paso realizado es el lavado con abundante agua esto con el fin de remover los
contaminantes no deseados como tierra exceso de polvo del sustrato a utilizado se realizo

con vapor de agua durante 20 minutos en el autoclave.

5.5.,5 Ajuste de la humedad

El ajuste de la humedad se realizara en un bafio maria, se realiza en base al peso del
sustrato humedo, es decir que pesamos el sustrato y luego quitamos aproximadamente un

25% de su peso inicial. Los hacemos con la siguiente formula

_ PI*%D
100

HA

HA= Humedad ajustada
Pl=Peso Inicial (Peso Himedo)

%D= Porcentaje de humedad deseado

5.5.6 Siembra del inoculo en el sustrato

Para la siembra o inoculacién del hongo se usara una jeringa estéril para realizar la
inyeccion en la bandeja, segin la metodologia seguida por Hernandez y Carrillo (1997),
donde se aplicaron 2 ml/100g de sustrato a una concentracion 3, 2x10°® conidios/ml. Se debe
tener en cuenta que para cada inoculacion, la aguja de la jeringa se flamed en el mechero
cuidando de enfriarla unos pocos segundos cerca de la llama antes de proceder a la
siguiente siembra o inoculacion. Todo lo anterior se hace para eliminar los

microorganismos contaminantes. Posteriormente el orificio dejado para la inoculacion sera
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sellado utilizando para ello cinta masking tape y, por Gltimo se almacenan las bandejas

inoculadas en un lugar que no tenga contacto directo con la luz solar

5.6  Disefio experimental

Para las evaluaciones de los diferentes sustratos y su relacion con el crecimiento del hongo
Beauveria sp. Se utilizara un disefio completamente al azar (DCA), contando con 12
medios de cultivo (arros, maiz, sorgo, aserrin, bagazo de cafa, pulpa de cafe; los otros
medios de cultivo se realizaran con los mismos sustratos agregandoles melaza como

complemento.)

5.7 Fermentado del sustrato

El fermentado del sustrato se realiza durante 10 dias que seran en la que se tomaran

mediciones del crecimiento, la unidad de medida que pretende utilizar es el cm?/Dfa.

5.8 Variables a evaluar

5.8.1 Medicion del grado de colonizacion del hongo Beauveria sp.

Esta medicion se realizara estimando mediante papel milimetrado, la cantidad de cm? que

el hongo coloniza diariamente
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5.8.2 Secado del sustrato fermentado

Se vuelca el contenido de sustrato colonizado en bandejas acondicionandolas en una
camara o ambiente con un extractor de aire, aire acondicionado, etc., lo que dependera de
las posibilidades locales. Diariamente se pesa el sustrato colonizado hasta verificar peso
constante. El periodo de secado puede ser variable en funcion del acondicionamiento del

ambiente de secado. Método utilizado por Sivila y Alvarez, 2013

5.8.3 Conteo de conidios por gr de sustrato

Para el conteo de conidios por gramos de sustrato fermentado se realizara en base a la

metodologia utilizada por Sivila 'y Alvarez.

Se determina por conteo directo en camara de Neubauer. Se realizan suspensiones en tubos
de ensayo con 9 ml de agua destilada estéril y 1gr del sustrato colonizado, se cuenta el
numero de conidios de los cuatro cuadrados secundarios (CS) esquinados y el central de la
camara (CC), aplicando la siguiente formula se obtienen los nimeros de conidios por
mililitros. uma de 5 CS x 50000= conidios/ml. EI nimero de conidios contados por gramo
del producto final se obtiene multiplicando el nimero de conidios presentes en 1 mililitro
por el numero de mililitros en que fue disuelta la muestra y dividiendo este resultado entre

los gramos de muestra usados.

(CM x B)/ G=GM

CM= Conidios por mililitro

B= Cantidad de mililitros usados en la solucion madre.
G= Cantidad de gramos usados en la solucion madre.

GM= Conidios por gramo de muestra
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5.8.4 Pruebas de viabilidad

Se evalua si los conidios estan vivos 0 no. Se trata de una prueba de germinacion conidial,
mediante la realizacion de microcultivos en medios nutritivos agarizados o liquidos,- por
conteo de viables en placa (ufc/g o ml de producto). Se realizan suspensiones en agua de
acuerdo a lo descripto en el conteo de conidios por gramo de sustrato, posteriormente se
realiza la siembra en portaobjetos escavados con APG 2%, colocandose en estufa a 25°C.
La observacion se realiza dentro de las primeras 24 horas. Observando al microscopio
optico se realiza el conteo de conidios germinados, calculando luego el porcentaje de

germinacion con la siguiente formula% Germinacion.

Conidios Germinados*100

% Germinacion = Total de CG+NG

CG= Conidios Germinados

NG= Conidios No Germinados
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VI RESULTADOS Y DISCUCION

6.1 Colonizacion de sustrato por dia

Para esta variable se encontraron diferencias estadisticas significativas en los tratamientos
evaluados, siendo el tratamiento de sorgo precocido méas agua 290.06 cm. el de mayor
grado de colonizacion en un menor tiempo, los tratamientos maiz precocido mas melaza,
maiz precocido mas agua y arroz mas melaza muestran similitud en cuanto a colonizacion

como se muestra en la figura 1.

Los tratamientos maiz mas agua, maiz mas melaza, pulpa de café méas agua, pulpa de café
mas melaza, bagazo mas agua, bagazo mas melaza, aserrin mas agua, aserrin mas melaza,
no mostraron colonizacién del hongo en el sustrato, los demas tratamientos se mostraron
favorables para el crecimiento y colonizacion del hongo. Se ha sefialado que la cantidad de
carbono presente en el medio de cultivo, asi como la relacion carbono: nitrégeno, influye
grandemente en diferentes procesos del desarrollo de estos hongos, y que dicha influencia

es dependiente del aislamiento fungoso (Gao L, Sun MH, 2007).

El tratamiento de sorgo mas el hogo del genero Beauveria spp no logro colonizar el grano
del sorgo, esto nos indica que la accion mecanica de penetracion del hongo no es efectiva
ante la dureza de las cuatro capas (Epicarpio, mesocarpio, endocarpio y testa) que cubren el

endospermo que es la parte nutritiva del grano.

En cambio al realizar un precocido de unos 45 minutos previo a la inoculacion observamos
un comportamiento totalmente distinto debido a que la accion fisica y mecanica que ejerce

las altas temperaturas y el exceso de humedad respectivamente, provocan que las cuatro



capas anteriormente mencionadas colapsen, esto crea un condiciones favorable para que el

hongo del genero Beauveria spp.se desarrolle de manera eficiente

Materias primas carbonadas y nitrogenadas como melaza de cafia de azucar, favorecen el
crecimiento del hongo, siendo el objetivo fundamental la obtenciéon de una biomasa
homogénea. Mediante ensayos adecuados con soluciones diluidas de melazas, se ha
demostrado que éstas, a pesar de su bajo contenido de fésforo, constituyen un buen medio
nutritivo para muchos microorganismos, tales como levaduras, hongos y bacterias (Ariza y
Gonzalez, 1997).

COLONIZACION
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Figura 1 Crecimiento de micelio del hongo (Beauveria spp). Segun el sustrato solido

evaluado como medio de cultivo
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6.2 cantidad de conidios por gramo de sustrato

En la figura 2 muestra los resultados de los tratamientos evaluados, el tratamiento que
presento mayor contenido de conidios por gramo de sustrato fue arroz mas agua con
7.59X10™ conidios/gramo. Seguido de arroz mas melaza obtuvo una mejor media en la
produccion de conidios este efecto probablemente es generado por la limitancia de N que
existe entre el arroz, sumandole la melaza que sirve de complemento perfecto y genera las

mejores condiciones para la reproduccion (Agames et al 2008).

Los tratamientos maiz mas agua, maiz mas melaza, sorgo mas agua, sorgo mas melaza,
bagazo maés agua, bagazo méas melaza, aserrin mas agua, aserrin mas melaza, pulpa de café
mas agua, pulpa de café mas melaza no presentaron presencia de conidios, debido a que
estos tratamientos no presentaron crecimiento alguno, al no haber presencia de la estructura
de crecimiento del hongo esto da como resultado la ausencia de la estructura reproductiva.
La germinacion, el crecimiento, la esporulacion y la virulencia, son caracteristicas de los
hongos que pueden ser afectados por la temperatura, luz ultravioleta y la humedad (Shaner,
1992).

El arroz es el sustrato mas usado para la produccion masiva de hongos entomopatdgenos
por mantener las condiciones fisicas con una adecuada superficie efectiva para el
crecimiento micelial, un adecuado balance nutricional, y condiciones especificas acordes a

los requerimientos del aislamiento en aireacion y humedad.
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Figura 2 Numero de conidios por gramo de sustrato hongo (Beauveria spp). Evaluadas con

Sustratos solido evaluado como medio de cultivo

6.3 porcentaje de viabilidad

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en los diferentes tratamientos, 10s
datos obtenidos reflejan que el tratamiento maiz precocido mas melaza con 92.3 %,
presentd el valor méas alto de viabilidad, Mientras que los tratamientos maiz precocido mas
agua 91.03% vy sorgo precocido mas melaza 90.57% muestran similitud en cuanto a

porcentaje de viabilidad, como se observa en la figura 3.
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Los datos obtenidos reflejan porcentajes de viabilidad, mayores a un 90% con excepcion de
Sorgo precocido mas agua88.39%, arroz mas melaza78.7%, arroz méas agua72.93% Debido
a que las lecturas se hicieron a las 18 horas después de la micro siembra estos porcentajes

de Viabilidad pueden variar a mayor tiempo se realice la lectura.

Los resultados obtenidos en los diferentes tratamientos superan el estandar recomendado
segun. (Goettel, M. S, 1997). La viabilidad de un producto es la medida de la cantidad de
estructuras (conidios) que tengan la capacidad de germinar expresada en porcentaje. El
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Figura 3 Porcentaje de viabilidad del hongo (Beauveria spp). En los diferentes sustratos

evaluados
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6.4 Porcentaje de Viabilidad en tratamiento de rayos ultravioleta

Los datos obtenidos en la figura 4, reflejan una alta diferencia significativa para los
diferentes tratamientos. Cinco tratamientos, 0 min, 30 min, 60 min, 90 min y 120 min.
Expuesto en la camara de flujo laminar simulando los rayos ultravioleta del sol. El
porcentaje de viabilidad de las muestras expuestas a la camara de flujo laminar simulando
los rayos ultravioleta del sol se observa que a mayor tiempo de exposicién disminuye la
viabilidad de este contrario a las que no tuvieron exposicion a la cdmara de flujo laminar y
fueron dejadas al ambiente presentaron las medias mas altas de viabilidad Los resultados
obtenidos concuerdan con (Alves, 1986). La exposicion a la luz ultravioleta puede ser letal
para los conidios de los patégenos, resultados similares obtenidos Steinhaus (1949) citado
por Nirula (1957) quienes observaron que el crecimiento y esporulacion de los hongos es
retrasado por la radiacion solar y que la nubosidad tiene un papel importante en el

desarrollo de las epizootias causadas por hongos entomopatogenos.

Los hongos entomopatégenos son muy susceptibles a la inactivacién por la radiacion
ultravioleta del espectro solar. Las conidias de los hongos como los de la mayoria de
microorganismos pierden rapidamente su viabilidad al ser expuestos al sol que es una de las
principales fuentes de luz ultravioleta. La tendencia descendente que genera el grafico, nos
muestra un evidente comportamiento inversamente proporcional entre el tiempo y
porcentaje de viabilidad, similar a la teoria de Alfonso 2004 quien indica que a mayor

tiempo de exposicién a radiacion UVC el porcentaje de viabilidad se ve reducido

Exposicion a rayos u.v

y =-0.2693x% - 1.7613x + 35.248
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Figura 4. Evaluacion del porcentaje de viabilidad del hongo a exposicion de rayos

ultravioleta en seis diferentes sustratos solidos y melaza como complemento.
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CONCLUSIONES

Sorgo precocido mas agua es el tratamiento en que el hogo Beauveria Spp. Presenta mejor

nivel de crecimiento y colonizacion Con una media de 290.06 cm2 de colonizacion

La utilizacion de la melaza como complemento en la produccion artesanal de beauveria
spp. Presenta una buena alternativa ya que combinado con algunos sustratos es responsable
De generar una mayor cantidad de conidios por gramo de sustrato, al igual que combinado

con el maiz precocido presento una mayor viabilidad

El tratamiento de maiz precocido mas melaza presento un porcentaje mayor de viabilidad

sobre los demas tratamientos con un 92.3%

El género beauveria spp. En la produccion en sustrato sélido, presenta una mayor
produccién de conidios en el tratamiento de arroz mas agua con una concentracion de

7.59X10° conidios /gramo de sustrato.

Existe una correlacion entre el sustrato utilizado y la viabilidad de los conidios

Hay que tomar en cuenta que la melaza al combinarlo con algunos sustratos nos genera
mejores resultados como la viabilidad, también que al precocer algunos sustratos nos da
mejores resultados ya que se facilita que el género beauveria spp. Se pueda reproducir

mejor.
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RECOMENDACIONES

A partir de los resultados obtenidos se puede concluir que la combinacién de melaza y
sustrato resultd ser un medio solido adecuado para la produccion de biomasa del hongo,
mientras que el maiz entero, mediante un proceso de precocido en agua, resultd6 muy
efectivo para la produccion de conidios del hongo, por lo que ambas alternativas deben
continuar evaluandose para su posible introduccién en un programa de produccion masiva

de dicho hongo mediante el método artesanal

Efectuar estudios del hongo entomopatégenos en esta investigacién en otros tipos de

sustrato con diferentes complementos.

Realizar una metodologia para la produccion masiva de hongos para cada sustrato par tener
un mayor control y manejo.

Hacer un estudio sobre las pruebas de viabilidad del hongo (Beauveria spp.) Después de 20
horas

Realizar ensayos con los diferentes sustratos y hacer una metodologia especifica para cada
uno en lo que respecta a esterilizaciéon manejo y control en la produccién masiva de hongos

La seleccion del sustrato depende de un nimero de factores, incluyendo la disponibilidad
local, los costos, y la preferencia del hongo a cultivar. Utilizar los sustratos como el arroz,
maiz precocido y sorgo precocido que son los que mejor resultado dieron en el experimento

realizado, son baratos y estan disponibles en la localidad

Efectuar estudios sobre la cantidad de luz y oscuridad ala que se debe exponer el hongo
para tener una esporulacion mas eficiente.
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VIl ANEXOS

Anexo 1 Preparacion y esterilizacion del sustrato

Anexo 2 Preparacion del inoculo.




Anexo 3 Medicion de crecimiento de micelio

Anexo 4 Preparacion de las disoluciones
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Anexo 5 Conteo de conidios para calcular el porcentaje de viabilidad

Anexo 6 Andlisis de Varianza para la variable Crecimiento de micelio

pruebas de los efectos inter-sujetos

variable dependiente: crecimiento

fuente suma decuadrados tipo Il media
GL cuadratica F significacion

repeticion 2625.532 2 1312.766 3.994 0.019
tratamiento 15637269.1| 15 1042484.6| 3171.5 0.000
Rep*Trat 11455.566| 30 381.852 1.162 0.256
dias 1061066.074| 16 66316,630| 201.75 0.000
trat*dias 1812108,985 | 240 7550454 22.97 0.000
error 168296.235| 512 328.704

total corregida 18692821.5 | 815

a R cuadrado = 0,991 (R cuadrado corregida = 0,986)
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crecimiento

DHS de Tukey
Sustratos subconjunto

maiz 51 0.00

maiz-melaza 51 0.00

Sorgo 51 0.00

sorgo-melaza 51 0.00

Bagazo 51 0.00

bagzo-melaza 51 0.00

Aserrin 51 0.00

aserri-melaza 51 0.00

pulpa de café 51 0.00

pulpa de café-melaza 51 0.00

sorgo precocido-melaza 51 281.10
Arroz 51 281.88
arroz-melaza 51 284.10
maiz precocido 51 288.63
maiz precocido-melaza 51 289.67
sorgo precocido-melaza 51 290.06
Significacion 1.000 0.476

se muestran las medias para los grupos en subconjuntos
Homogéneos

basados en la suma de cuadrados tipo llI

a.usa el tamafo muestral de la media armonica= 51.000
b. Alfa = 0.05
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Anexo 7 Andlisis de Varianza para la variable Nimero de conidios/gr de Sustrato

prueba de efectos inter-sujecos

variable dependiente:conidios

suma de cuadrados media
fuente tipo Il gl cuadratica F significacion
repeticion 1.366E+18 2 6.8E+17 | 0.395 0.674
tratamiento 5.463E+19| 15 3.6E+18 | 2.105 0.008
error 1.380E+21| 798 1.7E+18
total corregido 1.436E+21| 815
a. R cuadrado= 0.059(R cuadrado Corregido = 0.39)
conidios
DHS de Tukey
subconjunto
Sustratos N
1
maiz-melaza 54 8.50
Sorgo 54 8.50
sorgo-melaza 54 8.50
Bagazo 54 8.50
bagazo-melaza 54 8.50
Aserrin 54 8.50
aserrin-melaza 54 8.50
pulpa de café 54 8.50
pulpa de café-melaza 54 8.50
Maiz 40 8.85
sorgo precocido-melaza 54 333333342
sorgo precocido 54 451851860
maiz precocido-melaza 54 479629638
maiz precocido 54 568518527
arroz-melaza 37 605405414
Arroz 37 759459468
Significacion 1.000

se muestran las medias para los grupos en subconjuntos

Homogéneos

basado con la suma de cuadrados tipo lll
a. usa el tamafio muestral de la media armonica=50.032
b. los tamanos de los grupos son distintos

Alfa=0.05
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Porcentaje de viabilidad

DHS de Tukey ab
Subconjunto

Tiempo de medicion N 1

30 min 48 31,61
60 min 48 31,83
0 min 48 292 20
90 min 48 32,35
120 min 48 32,51
Significacion 378

Se muestran las medias para los grupos en
subconjuntos homogéneos.

Basado en la suma de cuadrados tipo IlI

El término error es la Media cuadratica (Error) = 6,101.

a. Usa el tamano muestral de la media armonica
= 48,000

b. Alfa=,05.

Porcentaje de viabilid ad

DHS de Tukey'”®

Subconjunto
Tiempo de medicion N 1
30 min 48 31,61
60 Mmin 48 31,83
O min 48 32,29
90 min 48 32,35
120 min 48 32,51
Significacion , 378

Se muestran las medias para los grupos en
subconjuntos homogéeéneos.

Basado en la suma de cuadrados tipo |11

El término error es la Media cuadratica (Error) = 6,101.

a. Usa el tamaino muestral de la media armodnica
= 48,000

b. Alfa = ,05.

Pruebas de los efectos inter-sujetos

Variable dependiente: Porcentaje de v iabilidad

Suma de

cuadrados Media
Fuente tipo 1l gl cuadratica F Significacion
Modelo corregido 420079,0562 111 3784,496 620,262 ,000
Interseccion 247607,298 1 | 247607,298 |40581,710 ,000
rep 26,483 2 13,242 2,170 ,118
trat 417401,408 15 27826,761 4560,680 ,000
rep * trat 1279,798 30 42,660 6,992 ,000
tiempo 28,194 4 7,049 1,155 , 334
trat * tiempo 1343,173 60 22,386 3,669 ,000
Error 780,986 128 6,101
Total 668467,340 240
Total corregida 420860,041 239

a. R cuadrado =,998 (R cuadrado corregida = ,997)
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