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RESUMEN

Bajo condiciones de laboratorio de entomologia de la Universidad Nacional de Agricultura,
se realizd un estudio con el fin de determinar la patogenicidad de los hongos Beauveria
bassiana H3 y Metarhizium anisoplia, sobre adultos de Cosmopolites sordidus. La cepa de
B. bassiana se uso a una concentracién de 1X10° conidios/ml y se extrajo de C. sordidus y
la cepa de M anisopliae se utilizo a una concentracion de 1X10*° conidios/ml proveniete
del instituto de agricultura organica (BATOVI) de Uruguay. Se utilizo un disefio
experimental (DCA) con tres tratamientos (incluyendo el control) con cinco repeticiones;
cada repeticion estuvo representada por 10 insectos de C sordidus colocados en el interior
de una placa petri que contenia en el fondo papel toalla. Los insectos se sumergieron
directamente en la soluciones por un periodo de 10 segundos extrayéndole posteriormente,
colocandolos en las placas petris. Se realizaron observaciones diarias, cuando se encotron
insectos muetos se colocaron inmediatamente en una cdmara humeda ( placa petri con
papel toalla humedecido) con el fin de observar el tiempo de esporulacion. Las varibles
evaluadas fueron mortalidad, esporulacion, TL50. Los resultados indican que a los 8 dias
después de la inoculacién la mortalidad ocasiona por los tratamientos fue: B.bassiana
(90%), M. anisoplae (16%) y en el testigo (0%); A los 8 dias se observo Unicamente B.
bassiana ocasino el 50% mortalidad a los 5 dias (TL50) después de la exposicion del
insecto, la esporulacion del hongo en el exterior del cuerpo del insectos infestados para B
bassiana fue del 90 % y la mayoria de ellos lo hicieron al tercer dia después de muertos y
para M. anisoplae fue de 62.5% al cuarto dia. Se concluye que B bassiana bajo
condiciones de laboratorio tiene un alto potencial de control sobre C sordidus , por lo que
se recomienda realizar evaluaciones bajo diferentes dosis y condiciones de campo.

Palabras claves: Hongos entomopatogenos, Control biologico, S.D.A, P.D.A. Picudo
negro de las musaceas



I. INTRODUCCION

La agricultura por su propia naturaleza es antiecolégica y en parte con el uso y abuso de
agroquimicos (incluidos los antibidticos) dirigidos contra plagas y enfermedades, se han
originado profundas modificaciones bioldgicas, y esto se ha adjudicado a la toxicidad y/o
amplio espectro de estos productos, lo que ha contribuido a una disminucion de la
biodiversidad y por tanto a una pobre regulacion de las poblaciones macro y microbianas
(Stefanova 1993). Ademas, el interés creciente sobre la salud humana, que ha conllevado a
fuertes restricciones sobre el uso de plaguicidas quimicos, ha hecho necesario implementar
estrategias mas saludables, insertadas en los sistemas de produccion organica y sistemas de
Manejo Integrado de Plagas (MIP), donde el uso del control biologico, con los

bioplaguicidas microbianos incluidos, viene a ofrecer una solucion viable (Claro 2006).

En la actualidad se conocen mas de 1,500 especies de microorganismos entre hongos,
bacterias y virus que son patdgenos de artropodos y controladores de otras poblaciones
microbianas directamente; Sin embargo, solo unos pocos se usan rutinariamente en los

programas de control de plagas (Perez 1997).

Segun Claro (2006) en su estudio determina que los productos bioplaguicidas representaron
en el mercado el 2.5% del total de ventas de plaguicidas en el 2005, lo que represent6 672
millones dolares. Se estimo que estos alcancazaron el 4.2% con un promedio de

crecimiento de sus ventas de un 9.9% anual.



I1 OBJETIVOS

2.1 General

Evaluar bajos condiciones de laboratorio, el efecto de Beauveria bassiana y Metarhizium
anisopliae sobre adultos del picudo negro de las musaceas (Cosmopolites sordidus).

2.2 Especificos

Determinar el medio de cultivo, que permita un mejor desarrollo para los hongos
entomopatogenos.

Evaluar la mortalidad que causan los aislados de Beauveria bassina y Metarhizium

anisopliae, sobre Cosmopolites sordidus.

Determinar el tiempo letal medio (TLse) de las concentraciones utilizadas

Determinar tiempo de colonizacion de los aislados entomopatogenos sobre C. sordidus



1. REVISION DE LITERATURA

3.1 Importancia de las plagas insectiles agricolas

Los insectos fitéfagos ocasionan dafios muy diversos a los vegetales, con frecuencia
considerables, debidos a la alimentacién o simplemente a que realizan la puesta de la cual
naceran inmaduros fitofagas (UNED, 2008). Algunos son gregarios, tienen tasas de
reproduccion explosivas y en poco tiempo invaden grandes extensiones de terreno,
destruyendo en mayor o menor medida todos los ejemplares que encuentran, de modo que

las pérdidas economicas que ocasionan suelen ser considerables.

Cuando nos referimos a pérdidas agricolas reflejadas en el rendimiento, cabe de resaltar que
no solo las plagas insectiles causan perdidas por si solas, si no en conjunto con
enfermedades y crecimiento de malezas para dar un porcentaje total del rendimiento
esperado, al final se le atribuye a las plagas insectiles un 20% de las pérdidas totales,

porcentaje que comparte con las enfermedades y competencia de malezas (Romeo 2004).

Los insectos que atacan a los brotes, pueden roerlos, producir deformaciones, formar
agallas que impiden el crecimiento de la yema dafiada, etc; los floricolas pueden
alimentarse de estambres o llegar a roer todos los érganos de la flor, resultando entonces
muy dafinos. Los que prefieren los frutos pueden excavar galerias profundas o producir
lesiones mas o menos superficiales. En troncos, tallos y ramas vivos, también pueden

excavar distintos tipos de galerias (Toro 2003).



Pero las hojas constituyen la fuente principal e incluso exclusiva de alimento para muchos
insectos, como son los coccidos (homédpteros) o las orugas de los lepiddpteros, y suelen ser
a parte mas afectada del ejemplar. Algunos prefieren alimentarse del envés, otros del haz

algunas especies excavan galerias entre el haz y el envés, a medida que consumen el

interior de la hoja, pero respetando la epidermis (UNED 2008).

Ademas pueden producir amplias erosiones o perforaciones en las hojas y roerlas total o
parcialmente. Cuando éstas estan iniciando el crecimiento, determinados insectos son

responsables del desarrollo de unas estructuras llamadas agallas (UNED 2008).

3.2 Descripcidn bioldgica y ecoldgica de Cosmopolites sordidus

3.2.1. Importancia

El picudo negro del banano Cosmopolites sordidus (Germar 1824) (Coleoptera:
Curculionidae) es una plaga importante del banano, platano (Gold y Messiaen 2000). El
picudo adulto es negro y mide 10-15 mm vive libremente, aunque es mas comun
encontrarlo entre las vainas foliares, en el suelo en la base de la mata o asociado con los
residuos del cultivo. EIl picudo es activo de noche y muy susceptible a la desecacién. Los
adultos pueden permanecer en la misma mata por largos periodos de tiempo, y sélo una
pequefia parte de ellos podra moverse a una distancia mayor de 25 metros durante un
periodo de 6 meses. Los picudos vuelan raramente, la diseminacidn ocurre principalmente

a través del material de plantaciones infestadas (Gold y Messiaen 2000).

3.2.2. Ciclo de vida

El picudo negro del banano es un insecto seleccionado como la estrategia “k”, lo cual es ¢

un prolongado periodo de vida y una baja fecundidad, muchos adultos viven un afio,
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mientras que algunos pueden sobrevivir hasta por cuatro afios. En substratos himedos, el
picudo puede sobrevivir sin alimentarse durante varios meses. La tasa de machos y
hembras es de 1:1. Se han registrado tasas de ovoposicion de mas de un huevo por dia, pero
mas cominmente, la ovoposicién es estimada a un huevo por semana (Whalley 1958).

La hembra pone sus blancos huevos ovalados individualmente en los hoyos excavados por
su pico. La mayoria de los huevos se ponen entre las vainas foliares y en la superficie del
rizoma. Las plantas florecidas y los residuos de los cultivos son los lugares favoritos para
la ovoposicion (Gold y Messiaen 2000).

Las larvas emergentes se alimentan preferiblemente dentro del rizoma, pero también
pueden atacar el tallo verdadero y, ocasionalmente, el seudotallo. Las larvas pasan a traves
de 5-8 etapas (Gold yMessiaen 2000).

La formacion de la crisalida ocurre en células desnudas cerca de la superficie de la planta
hospedera. (Gold y Messiaen 2000). Las tasas de desarrollo dependen de la temperatura,
bajo condiciones tropicales, el periodo que le toma a un huevo convertirse en un picudo

adulto es de 5-7 semanas.

Los adultos miden entre 10 a 15 mm de largo, son de color negro, con fuertes élitros y un
pico pronunciado, debido a ello el nombre de Picudo negro. EIl adulto al inicio es marron
rojizo, pero con frecuencia se vuelve uniformemente negro. Cuando se deseca tiene

aspecto grisaceo (Tazan 2003).

El desarrollo de los huevos no ocurre con temperaturas menores de 12 °C; este umbral
puede explicar por qué es raro encontrar esta plaga a alturas mayores de 1600 m sobre el

nivel de mar (Cardenas 1987).



3.2.3. Manejo quimico y bioldgico

El control que se realiza en las plantaciones bananeras comerciales es principalmente
quimico, utilizando nematicidas con actividad insecticida e insecticidas especificos
aplicados en la base de la mata (Gold y Messiaen 2000). Los insecticidas son de accion
rapida y eficaz. Anteriormente se utilizaban ampliamente los insecticidas cyclodiénicos,
pero eventualmente fueron abandonados debidos al desarrollo de resistencia y a las
implicaciones ambientales (Gold y Messiaen 2000).

Se encuentran disponibles organofosforados menos persistentes pero son mas costosos y
toxicos para los manejadores y por lo tanto menos adecuados para los sistemas de
produccién a pequefia escala. Actualmente, el picudo negro del banano ha mostrado la
habilidad de desarrollar resistencia a la mayoria de los quimicos (Gold y Messiaen 2000).

El uso de los hongos entomopatogenos (por ejemplo, Beauveria bassiana y Metarhizium
anisopliae) para el control del picudo negro del banano ha sido estudiado desde los afios 70,
numerosas cepas han sido estudiadas con respecto a su actividad contra los picudos adultos
y muchas de ellas producen la mortandad de méas del 90%; sin embargo, pocos datos estan
disponibles sobre el desempefio de las cepas candidatas de los entomopatogenos bajo
condiciones de campo. Por lo tanto, el desarrollo de los sistemas de entrega en los campos
eficaces y rentables es probablemente el area mas critica de investigacion en el presente
(Coto 1996).

3.3 Hongos entomopatdgenos

Los hongos entomopatdgenos comprenden un grupo heterogéneo de mas de 100 géneros,
sin embargo, solamente un pequefio porcentaje de estos tienen que ser considerados por su
potencial como agentes de control microbial; tomando en cuenta que algunos de estos

géneros tienen un amplio espectro de hospederos y en muchos casos sus rangos geograficos



son también amplios, contamos entonces con una gran diversidad genética entre
aislamientos de la misma especie de diferentes hospederos y localidades, por lo que es
prioridad que en programas de control biolégico y manejo integrado de plagas, se colecten,
purifiquen y conserven estos microorganismos para tener opcion a seleccionar aquellos mas

promisorios para usarse en programas de control biolégico por incremento (Berlaga 2006).

Ciertos hongos poseen caracteristicas muy especiales que les permiten sobrevivir en forma
parasitica sobre los insectos y en forma saprofita sobre material vegetal en descomposicidn.
El crecimiento saprofito puede dar como resultado la produccion de conidiéforos, conidios
y desarrollo miceliano. Esta caracteristica permite que el hongo pueda ser cultivado en el
laboratorio utilizando técnicas de produccion en masa de bajo costo (Cafiedo y Ames
2004).

En algunos casos, los micoplaguicidas aplicados actian como agentes de control biolégico
clasico, reproduciéndose a niveles suficientemente altos para continuar causando
mortalidad a niveles significativos por varios afios, sin tener que repetir la aplicacion. Este
es el caso, por ejemplo, con Beauveria brongniartii (Saccardo. Petch.), el cual fue aplicado
en pastizales y huertos de Suiza para controlar al escarabajo Melolontha melolontha. Este
hongo ha sido detectado en el suelo 14 afios después de la aplicacion (Enkerli et al.2004),
por lo que se creyd que contribuyé al éxito del producto en el control de la plaga (Zelger
1996).

3.3.1 Descripcion de Beauveria bassiana

Es un hongo que pertenece a la clase Deuteromycete, orden Moniliales, familia
Moniliaceae ( Alves 1986). Este hongo ha sido encontrando atacando a mas de 200
especies de insectos de diferentes oOrdenes, incluyendo plagas de mucha importancia
agricola (Alves 1986). Entre las plagas mas importantes controladas por este hongo estan

la broca del café (Hypothenemus hampei), la palomilla del repollo, picudo del platano



(Cosmopolites sordidus), asi como el picudo de la chiltoma (Anthonomus eugenii). Los
insectos muertos por este hongo presentan una cubierta blanca algodonosa sobre el cuerpo,
la cual est& formada por el micelio y esporas del hongo (Alves 1986).

Segun Barron, (2001), Carrillo (2005) , Kouassi, (2001 ) citado por Echeverria (2006),
morfoldégicamente, Bauveria bassiana estad conformada por hifas septadas de 2,5 a 25 um
de diametro, de donde se forman conidi6foros simples raramente agrupados, con apariencia
de jarrén (mas ancho en el centro que en los extremos), los cuales sostienen los conidios,

originados de formas impodial o acropeta, dando una apariencia en zigzag al raquis.

También Barron, (2006) citado por Echeverria (2006) afirma que las esporas son esféricas y
levemente ovaladas en medios aerobios, pero mas ovaladas en medios anaerobios, llamadas
blastosporas Kouassi, (2001). Sin embargo, indiferentemente de su morfologia, presentan
igual capacidad de infeccién. Tanto las esporas como las hifas, no son pigmentadas

(hialinas), por lo que su apariencia es blancuzca para el ojo humano.

Segun Arrastia s.f. citado por Espafa (2010) Beauveria bassiana es un hongo que de
manera natural, se localiza en el suelo, aunque se puede reproducir o cultivar en el
laboratorio ya que es un hongo saprofito facultativo; su reproduccion es asexual por
conidios, presenta un micelio de color blanco cremoso quien produce las esporas: los

insectos que atacan se tornan de color blanco o gris.

Segun los estudios realizados por Arrastia s.f. demuestran que este patdgeno se encuentra
en la naturaleza siguiendo dos posibles ciclos de desarrollo, saprofitos en desechos
vegetativos y parasitarios en insectos: el crecimiento saprofito puede dar como resultado la

produccidn de conidi6foros, conidias y desarrollo micelial.

Se ha determinado que unos de los metabolitos secundarios que ocasiona la muerte en

Beauveria bassiana es el acido oxalico, este compuesto ha sido descrito como uno de los



responsables en los la virulencia en los hongos entompatogenos, y un elemento que

coayugue la solubliizacion de la proteina cuticular (Diaz et al. 2005).

También se ha reportado compuestos tales como Beuvericina, que es un metabolito que
ocasiones puede ser mortal a los mamiferos pero estos aislados de fusarium en trigo y maiz,
también existen dos ciclotetrapeptidos muy parecidos denominados Beaverolidos H e | los

cuales han sido aislados de Beauveria spp (Diaz et al 2005).

3.3.2 Descripcion de Metarhizium anisopliae

Al igual que Beauveria. bassiana, este hongo pertenece a la clase Deuteromycetes,orden
Moniliales, Familia Moniliaceae. Este patdgeno ataca naturalmente mas de 300 especies de
insectosde diversos Ordenes Alves (1986). Algunas plagas que son afectadas por este
hongo son la salivita de la cafia de azlcar (Aeneolamia spp y Prosapia sp), y chinches,
plagas de diversos cultivos. Los insectos muertos por este hongo son cubiertos
completamente por micelio, el cual inicialmente es de color blanco pero se torna verde

cuando el hongo esporula (Alves 1986).

En cuanto a metabolitos secundarios de Metarhizium anisopliae, son las Ilamadas
destruxinas y las protodestruxina estas estan relacionadas con la virulencia propias de este
hongo entomopatogeno; las destruxinas son los compuestos mejor caracterizados, ya que su
modo de accion también inhibe la sintesis de ADN, ARN vy de proteinas en las células de
los insectos, ademas también tiene la capacidad de inhibir la secrecion de fluidos por el
tubo de malpighi, las dextruinas A,B,E poseen capacidad insecticida y que han sido

probadas en Plutella xylostella (Diaz et al. 2005).

Para cada plaga en particular existen cepas especificas, las cuales se han venido
seleccionando debido a la patogenicidad que tienen sobre la plaga, asi como por sus

caracteristicas de produccion. Por ejemplo para el control de la broca del café la cepa mas
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efectiva es Bb-114; para Plutella de repollo es lacepa Bb-38, para el control de picudo de
chiltoma es la cepa Bb-64 y para el control de la salivita de cafia, la cepa mas efectiva es la
cepa Ma-NB. (FUNICA, 2003) racimos con una cubierta mucilaginosa (Hall y Atskey,
1981).

3.4 Mecanismo de accion de los hongos entomopatdgenos

Segun Tanada y Kaya (1993) citado por Cafiedo y Ames (2004) La enfermedad producida
por hongos se llama micosis, y ellos mencionan que el desarrollo de la micosis puede ser

separado en tres fases.

3.4.1 Adhesion y germinacion de la espora en la cuticula del insecto

Segun Samson, et. al (1988). Describe un proceso de adhesion, dependiendo del hongo,
puede ser un fendmeno especifico o no especifico. Mientras que la germinacion de las
esporas es un proceso mediante el cual una espora emite uno o varios pequefios tubos
germinativos que al crecer y alargarse da origen a las hifas, este proceso depende de las
condiciones de humedad y temperatura ambiental. En menor grado la luz condiciona el
ambiente alimenticio. La espora que germina en el insecto forma un tubo germinativo el
cual funciona como una hifa de penetracion de la cuticula. También puede producir una
estructura llamada apresorio, la cual ayuda a la adhesion de la espora. EI éxito de la
germinacion y penetracion no dependen necesariamente del porcentaje de germinacion sino
del tiempo de duracién de la germinacion, modo de germinacion, agresividad del hongo,

tipo de espora y susceptibilidad el hospedante.

Los hongos, ademas, pueden infectar a los insectos a través de las aberturas corporales
como son cavidad bucal, espirdculos y otras aberturas externas. Las esporas pueden
terminar rapidamente en estos ambientes por ser himedos. Cuando lo hacen en los fluidos
digestivos, pueden destruir a la hifa germinativa. En este caso, el insecto no muere de

micosis sino a causa de las toxinas (Samson et al. 1988).
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3.4.2 Penetracion dentro del hemocele

Esta penetracion por parte de la hifa es el resultado de la degradacion enzimética de la
cuticula y la presién mecanica ejercida por el tubo germinativo; ademas, depende de las
propiedades de la cuticula, grosor, esclerotizacion, presencia de sustancias nutricionales y
antifungosas y estado de desarrollo del insecto (Charnley, 1984). La digestion del
integumento se produce mediante las enzimas (proteasas, aminopeptidasas, lipasas,

esterasas y quitinasas).

Cuando la hifa ha llegado al hemocele, se pueden producir diferentes reacciones de defensa
del insecto frente a un cuerpo extrafio: la fagocitosis, encapsulacion celular y la formacion
de compuestos antimicrobianos como las lisozimas, aglutininas y melanizacion. En este
caso, el hongo debe vencer el sistema inmunolégico del hospedante antes de entrar a la

hemolinfa y desarrollarse dentro del insecto (Charnley 1984).

3.4.3 Desarrollo del hongo que resulta en la muerte del insecto

Tanada y Kaya, (1993) en su publicacion citado por Cafiedo y Ames (2004) describen que
luego de que llega al hemocele, el hongo puede evitar la defensa inmune del insecto
produciendo células parecidas a levaduras, llamadas blastosporas, que se multiplican y
dispersan rapidamente, desarrollando protoplastos, elementos discretos ameboideos, sin
pared celular que no son reconocidos por los hemocitos del hospedante y produciendo
micotoxinas. La dispersion de éstos en el hemocele depende de la especie del hongo; Las
toxinas producidas juegan un rol muy importante en el modo de acciéon de los hongos
entomopatogenos. La muerte del insecto se produce con mayor rapidez cuando es afectado
por un hongo entomopatdgenos que produce cantidades considerables de toxinas, ya que se

adiciona la toxemia a la destruccion de los tejidos y a las deficiencias nutricionales.
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Ferrdn, describe en 1978, citado por Cafiedo y Ames (2004), dice que el crecimiento del
hongo en el hemocele, se producen los sintomas fisiologicos del insecto afectado como
convulsiones, carencia de coordinacién y comportamientos alterados (deja de alimentarse,
reduce su movimiento), entra en un estado letargico y finalmente muere, lo que puede
ocurrir relativamente rapido o en unos cuantos dias. Ocurre una competencia entre el
hongo y la flora intestinal. Los hongos pueden producir sustancias antibacterianas que

alteran la coloracion del cadaver

Con la muerte del insecto termina el desarrollo parasitico del hongo y empieza la fase
saprofitica: el hongo crece en el hemocele formando masas micelianas que salen al exterior
fundamentalmente por las regiones intersegmentales —esporulando sobre el cadaver y
produciendo inoculo para infectar a otros insectos— y por las aberturas naturales
(espiraculos, boca y ano). La gran dependencia de la humedad es el mayor factor limitante
que presentan los hongos, ya que para que se produzca la germinacion y esporulacion fuera

del hospedante se requieren valores de humedad relativa superiores a 90% (Ferron, 1978).
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Ubicacion de la investigacion

El lugar donde se llevo a cabo la investigacién fue en el Laboratorio de Hongos
Entomopatogenos ( L.H:E.), ubicado en la Universidad Nacional de Agricultura localizada
a 6 Km de distancia de la ciudad de Catacamas Olancho, a una altitud de 350 msnm y una

precipitacion promedio anual de 1350 mm y una temperatura promedio de 28 C°.

4.2 Materiales

P.D.A. (Papa dextrosa agar)MERCK, SDA (saboraud destroxa agar) BIOTEC, bisturis,
papel manila, mechero de alcohol, papel parafina, alcohol de quemar, mascarilla con filtro,
fosforos, atomizador, agua destilada, porta objetos, azul de metilo, cubre objetos, jeringas
de 5y 1 ml, contometro (contador manual de esporas), placas petri de100x15mm, acido

lactico, elenmeyer, beakers, tubos de ensayos, camara de neuber, papel toalla, bisturis

4.3 Equipo

Cémara de flujo Laminar (biosafety class 2 labconco) Cémara digital Canon
Auto claves (All america model 25x) Camara USB (motic 350)
Micro- pipeta 5ul a 50 ul (Transferpette) Horno (Gallenkank)

Calentadores (fisher Scientific.)
Refrigeradora
Microscopio (Meiji)

Estereoscopio (Meiji)



4.4 Manejo de equipo

4.4.1 Asepsia

El LHE se someti6 a procesos de limpieza general y desinfeccion, desde equipo e
infraestructura; se utilizo como agente desinfectante el hipoclorito de sodio al 3.62 %

concentracion comercial, y este se disolvid hasta una concentracion del 2 %.

4.4.2 Lavado

Se lavaron todo los materiales con agua destilada y detergente para remover cualquier
residuo de materia organica, y luego se lavo con abundante agua para remover particulas

del detergente.

4.4.3 Esterilizacion

Se esterilizo bajo dos métodos: la esterilizacion humeda (Auto —clave) y esterilizacion con

aire caliente (horno), la utilizacion de cada método dependi6 de los materiales a esterilizar.

La esterilizacion de los materiales y cristaleria por calor himedo o a presion de vapor de
agua, se llevo a cabo con la ayuda de un autoclave, el cual se manejo a una presion de 2
atmosferas o 15 libras de presion hasta alcanzar a una temperatura de 121.6 C° a 124 C°, la
cual se mantuvo durante un tiempo de 15 minutos; por lo general se esterilizo los medios de

cultivo, platos petri, tubos de ensayo, papel toalla.

La Esterilizacion con aire seco se llevo a cabo con el horno y lo cual consintié con la
entrada de aire y calentamiento del mismo, a una temperatura de 121°C por un tiempo de 15

a 20 minutos este método se utilizo para equipo como ser beakers, elenmeyer, pipetas.

14



4.4.4 Desinfeccién del ambiente (laboratorio y almacenamiento)

La desinfeccion a nivel de laboratorio se hiso de manera muy exigente para evitar
contaminacién de otro microorganismo del cual no se estd sometiendo a estudio. Toda area
en la cual se llevo a cabo el trabajo de asilamiento fue desinfectado con hipoclorito de sodio
al 2%, llevando a cabo esta labor no méas de 10 minutos y evitando aplicacion lugares
donde se encuentra inoculado el hongo entomopatégenos; esta labor se realizaba
diariamente y se intensificaba cuando se realizaban aislados.

La camara de aislamiento fue desinfectaba antes de cada aislamiento 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 procedié a realizar a cabo los aislamientos y siembra de las cepas evaluadas; la
desinfeccion personal fue llevada a cabo siempre antes de de realizar aislamientos y
después de los mismos, y consistio con la aplicacion por aspersion a la manos con alcohol
al 70%.

Como ultimo paso para la desinfeccion fue la utilizacion de la luz ultravioleta tipo C, con el
objetivo de eliminar cualquier contaminante que haya ingresado, al momento de realizar el

aislamiento.

4.5 Medios de Cultivos

Se utilizo dos medios de cultivos los cuales se describiran a continuacion

4.5.1 PDA (papa dextrosa agar) MERCK y SDA (saboraud dextrosa agar) BIOTEC

Se Pesaron 40 g de medio de cultivo P.D.A 'y 62 g de SDA cada producto en 1000 ml de

agua esterilizada, luego se sometieron las soluciones en un calentador-agitador hasta que se
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disolvieron completamente ; ya disueltas, se utiliz la técnica de siembra en tubos de
ensayo, lo cual se vertié el medio en los tubos de ensayo y posteriormente fueron tapados o
con algodon envuelto con tela de punto y masking tape para crear un tapon artesanal, luego
se colocaron en forma ordenada en un elenmeyer de 500 ml y tapado con papel tapiz.

Dicho montaje se sometié al auto-clave hasta alcanzar 121°C a 14 psi de presion durante 15
minutos, cuando se termino la esterilizacion se procedio a trasladarlos a la caAmara de flujo
laminar donde se les dio una inclinacion de manera que el medio pudiera cubrir una mayor

area del tubo de ensayo, hasta que pudiera solidificarse y quedara listo para la siembra.

4.6 Aislamiento de los hongos entomopatogenos

4.6.1 Reproduccion

Se realizo aislamiento a partir de insectos parasitados en B. bassiana cepa encontrada en
los predios de la Universidad Nacional de Agricultura precisamente en los campos de
musaceas de la seccion de cultivos industriales, lo cual se utilizo la técnica de aislamiento

directo que a continuacion se describe.

En el caso de M. anisopliae procedente del instituto BATOVI de Uruguay, se utilizaron

asilamientos provenientes del cepario del LHE-UNA.

4.6.2 Aislamiento directo

a) La técnica de aislamiento directo consistio en la obtencion directa del hongo a partir del
cuerpo del insecto, pasandolo luego a un medio nutritivo P.D.A. Esta técnica es muy
desventajosa debido al grado de una segunda contaminacidn que el insecto posee de otros

microorganismos. Por esta razon se realizo una desinfeccion externa del insecto con
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hipoclorito de sodio al 2%, enjuagandose con agua destilada estéril, este tipo de aislamiento

se realizo de la siguiente manera:

Se sumergi6 al insecto en una solucion de hipoclorito de sodio al 2% por un tiempo de 20
segundos, luego se sumergié en ADE (agua destilada esterilizada) con una duracion de 20
segundos, se repitid una vez mas este Ultimo paso para asegurar la eliminacion de

moléculas del hipoclorito de sodio y se deposito en papel toalla para secarlo.

Al terminar el paso anterior se procedid a raspar con un asa bacterioldgica las particulas del
hongo en el insecto desinfectado, pasandola luego mediante la técnica de rayado a un

medio de cultivo, se etiqueto debidamente cada plato

El cultivo que se utilizé para la siembra fue el P.D.A. acompafiado con una dosis de 1cc de
gentamicina / 1000 ml de solucién de medio; el antibiotico se aplico una vez ya esterilizado
el medio y que su temperatura oscilaba en los 40° C, para evitar la inactivacion del mismo,
este antibiotico de amplio espectro, y su aplicacion fue con el objetivo de evitar el

crecimiento de bacterias en el medio y asi favorecer el crecimiento de las cepas en estudio.

b) Reproduccion a partir del aislamiento directo

Se escogieron los platos que presentaban mayor porcentaje de pureza los que se escogieron,
etiquetandose como un F1, esta fue la fuente de inoculo. Las posteriores siembras, se
etiquetaron como F2, a partir de estas se obtuvo la solucion madre con la que se inocularon
los Cosmopolites sordidus; el periodd de incubacién de la F2 fue durante los 20 dias
siguientes, en el espacio de la camara de cria del laboratorio, donde prevalecié una

temperatura que entre en 23 a 28°C.
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4.7 Evaluacién de rendimiento y viabilidad
4.7.1 Rendimiento de conidias / ml de solucion

Se determino, la concentracion de conidias por ml de solucién a los 21 dias después de la

siembra del F2, realizando el conteo utilizando la camara de Neubauer modificadas.

A partir de los cultivos puros, se preparo diluciones en serie de (107, 10?, 10%, 10*, 10®)
del entomopatogeno, hasta que obtuvo una dilucién que permiti6 realizar el conteo. Las

diluciones se prepararon de la siguiente manera:

Colocamos un ml de la solucion de 10 ml del cultivo puro en un tubo de ensayo que
contenia 9 ml de agua destilada estéril ADE con INEX 27.9 SL al 0.001%.

Se transfirio con una pipeta estéril un 1ml de la primera dilucién a un tubo que contenia 9
ml de agua destilada estéril con 0.001% de INEX 27.9 SL, éste se agito fuertemente durante
un minuto, hasta que se logro obtener una tercera dilucién de 10° de esta manera se
procedi6 hasta que se encontré la dilucién adecuada (10, 10®), de la dilucién que se
selecciono, se tomo con una micropipeta la cantidad de 5pl de solucién de 10®° y se

deposito en la cAmara de Neubeaur.

El conteo de conidias se realizo a través del microscopio mediante un aumento de 40 X, se
utilizando se el cuadro principal (c.p) central, el cual esta dividido en 25 cuadritos
secundarios con la ayuda de un contometro se realizo el conteo, luego se calculo la

cantidad de conidias / ml solucion de la siguiente manera:

El n0mero de conidias que se observaron en los cuadrados de la esquinas y del centro
sacandose un promedio de los mismos, este valor multiplicado por el factor de camara,

dividido luego por el factor de dilucion. EI factor de cdmara que se utilizo es de 10,000
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por los cuadrados principales se recomienda la utilizacion de los cuadrados principales para

esporas pequefias, tales como M anisopliae y B bassiana.

N° de conidias/g = N° de conidias/g de la cAmara X factor de la cAmara / factor de
dilucion

4.7.2 Viabilidad

Las cAmaras de incubacion fueron esterilizadas junto con los platos petri, junto con papel
filtro y porta objeto, en el autoclave a 1.2 bares de presion y 121 C° por un tiempo de 20

minutos.

Se preparo el medio de cultivo (P.D.A) esterilizado en el auto clave, posteriormente con
una pipeta pasteurs se deposito dos alicuotas de P.D.A. en un porta objeto a cada extremo
del mismo, luego se procedi6 a depositar con una pipeta pasteur sobre las mismas alicuotas
del medio, dos alicuotas de la suspension del hongo y se coloco el montaje en una camara
himeda, la cual consistié en un plato petri con papel toalla humedecida esterilizada, con la

finalidad de favorecer la germinacion del entomopatogenos.

Los porta objetos inoculados se incubaron en un sitio de crecimiento a temperatura de un
rango de 24 y 26 C°, dejandolos un tiempo de 20 horas, tiempo suficiente para determinar
los porcentajes de germinacion, posteriormente transcurrido el tiempo se realizo el montaje
en un microscopio a un aumento de 40X, para poder observar la cantidad de esporas
geminadas y no germinadas y asi determinar los porcentajes de germinacion de ambas

cepas.

4.8 Inoculacion de Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae a Cosmopolites
sordidus
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Se preparo una solucion de conidias para la inoculacion de los picudos, la dosificacion de B
bassiana fue de 1X10°, y el caso de M anisopliae fue de 1X10™ (Tabla 1).

Tabla 1 Descripcion y dosificacion de los tratamientos.

Tratamineto Dosificacion
T1 (Beauveria bassiana H3) 1X 10°
T2 ( Metarhizium anisopliae) 1X 10%°
T3 ( Testigo) agua destila 0

Previamente a la inoculacion se obtuvieron los Cosmopolites sordidus directamente del
campo, realizando trampeos en las plantaciones aledafias a la Universidad Nacional de
Agricultura, lo cual consistio en la colocacion de trozos de seudotallo de musaceas, partidos
y dejados en el suelo, con el proposito de atraer a los picudos, que después de 10 dias se

procedio a capturarlos mismo tiempos después de puesto las trampas-.

Una vez obtenidos los picudos, se sometieron a una desinfeccion con hipoclorito de sodio
al 0.2% durante un periodo de 10 segundos debido a la contaminacién que poseian del
campo, luego se colocaron en otro recipiente con agua ADE por un tiempo de 10 segundos,
para la eliminacion de moléculas de cloro y por Gltimo se colocaron en papel toalla para su

secado.

Se vertieron 10 ml de ADE con INEX 27.9 SL al 0.001%, como surfactante para el
desprendimiento de las conidias en los tubos de ensayo, esta es la solucion madre que partio

de la F2, de la cual se inoculo a los Cosmopolites sordidus .

La técnica de aplicacién del inoculo fue la inmersion, la cual se colocaron lo insectos en la
soluciones de 10 ml de B bassiana a la dosis de 10° y de M anisopliae a la dosis de 10
durante 10 segundos, se sumergieron un total de 50 picudos del banano por cada hongo en

solucion, dando por un total de 100 insectos inoculados mas los insectos del testigo
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absoluto que este caso fueron 40, el testigo se sumergidé a agua destilada y esterilizada

durante un tiempo de 10 segundos.

Cada insecto fue colocado en platos petri con papel toalla y trozos de seudotallo de
muséaceas como fuente alimenticia atractiva a los insectos, estos fueron etiquetados y
ubicados en estantes de la seccion de cAmara de cria del LHE de la forma en que indica el
DCA (Tabla 2) a una temperatura que oscilo de 23 a 28° C durante el periodo de

evaluacionde 8 dias, y los cuales fueron expuestos a 12 horas luz y 12 horas de

oscuridad; se llevaron registros de mortalidad y parasitismo diarios haciendo conteos de los

insectos vivos y muertos y observando el tiempo de esporulacion dentro del insecto.

Tabla 2 Tabla distribucion espacial de los tratamientos.

R1 R2 R3 R4 R5
T1 T3 Tl T1 T3
T2 T2 T3 T2 T2
T3 Tl T2 T3 T1
R= repeticion.

Parea observar el tiempo de colonizacion del hongo, se traslado cada insecto muerto a una
camara himeda apuntando la fecha en que se encontré6 muerto el insecto, como también el
tratamiento y repeticion de procedencia, todo esto por razones de registros de muertes
diarias y para brindarle las condiciones requeridas para que el hongo colonice, y se observo

a diario con un estereoscopio su avance en el insecto mismo.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Determinacion del mejor medio de cultivo

5.1.1 Rendimiento

En nuestra evaluacion se busco determinar cuél es el mejor medio de cultivo para el
crecimiento dentro de los datos a considerar para dicha determinacién, fue la concentracion
de conidias/ml de solucién y el porcentaje de germinacion de cada cepa, obteniéndose los

siguientes resultados ( Tabla 3).

Tabla 3. Concentracion de conidias/ ml de suspension obtenidos en dos medios
evaluados.

Cepa N°conidias Factor de Conidias/ml

disolucion suspension.
Metarhizium anisopliae P.D.A 122 1,E-04 1,22E+10
Beauveria bassianaH4 P.D.A. 89 1,E-04 8,90E+09
Metarhizium anisopliae S.D.A 112 1,E-04 1,12E+10
Beauveria bassianaH4 SDA 67 1,E-04 6,70E+09

Los resultados muestran que no existe diferencia significativa para poder determinar que
medio de los evaluados presentd mayor concentracion, para ambas cepas resulto las

concentraciones muy similares.

En conversacion personal con la MPSc. Agripina Gonzales encargada del proyecto de
control bioldgico de la FHIA (Fondo Hondurefio de Investigacion Agricola), comento que
en su experiencia personal no ha encontrado una diferencia significativa en el rendimiento

de conidias de M anisopliae en medios P.D.AyS.D.A.




Al final se observo que la cepa de M anisopleae presento una concentracion de 1,E+10 en
ambos medios de cultivo y B bassiana presento una dosis de 1,E+9 en ambos casos de

medios de cultivo.

Segin FUNICA s.f. esto refleja un rendimiento a segin la comparacién y recomendacion
que realiza ellos, donde la concentracién de conidias minimo en los hongos en la etapa de
crecimiento en medios de cultivo, es de 1,E+8, pero también manifiesta que la cepa de
Beauveria bassiana refleja un mejor crecimiento a comparacion de M anisopliae, caso
contrario al que nos arrojo el conteo da las cepas evaluadas, indica que M anisopliae
presenta un mejor rendimiento que B bassiana H3 en ambos medios evaluados( Figura 1).

1,4E+10 -~
1,2E+10 A
1,0E+10 A
8,0E+09 -
6,0E+09 -
4,0E+09 -

2,0E+09 -

Concentracion de conidias/ ml suspencion

0,0E+00

Beauveria Beauveria Metarhizium Metarhizium
bassiana S.D.A.  bassiana P.D.A. anisopliae anisopliae
S.D.A. P.D.A.

Figura 1. Concentracion de conidias/ml de suspension de las cepas evaluadas en los
medios evaluados.

5.1.2 Germinacion

Con respecto a esta variable no existes una diferencia significativa en el porcentaje de

germinacion de las cepas segun el medio en el cual fue sembrado, presentando todos los
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aislados en ambos medios germinacion arriba del 85 %, (Figura 2) lo cual es indicador de

buena germinacion en el término de 20 horas.

En conversacién personal con la M.P.Sc. Agripina Gonzalez manifiesta que en los procesos
de reproduccion y bioensayos el porcentaje de germinacion, debe ser igual o0 mayor al 85%
de con lo que se asegura una respuesta positiva en el aumento en la virulencia o crecimiento

en sustratos.

Por lo tanto el medio de cultivo no hay diferencia significativa para su eleccién en cuanto a
los medios evaluados P.D.A. y S.D.A. y queda a criterio del laboratorio su eleccién y esta
dependera de disponibilidad y costo de cada medio para su eleccion.
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Metarizium Beauveria Metarizium Beauveria
Anisopliae  bassiana P.D.A.  Anisopliae  bassiana 5.D.A.

P.D.A. S.D.A.

Figura 2. Porcentaje de germinacion diferentes medios evaluados, las letras iguales
son la que comparacion de la cepa en distinto medio de cultivo.

5.2 Mortalidad causada por las cepas evaluadas

Se tomaron datos diarios en cuanto a la mortalidad de la cepa en relacién con el tiempo se

obtuvieron los siguientes datos.

24



Tabla 4 Muerte diaria provocada por B bassiana H3 y M anisopliae .

Dias
Cepas 1 2 3 4 5 6 7 8 | total
Beauveria bassiana H3 1 3 7 7 6 11 5 5 45
Metarhizium anisopliae 1 1 2 0 0 1 3 0 8
Testigo (Agua) 0 0 0 0 0 0 0 0 0
50
£ 40 |
8
@
g 30
g m B bassiana H3
E 20 - B M anisopliae
g l control
3
§ 10 4 l
g 0 ___—L
A dial dia2 dia3 diad diab dia6 dia7 dia8

-10 -

Figura 3 Numero diario de mortalidad acumulada de C sordidus, causadas por B
bassiana H3 y M anisopliae

Para determinar si realmente existe significancia estadistica en los tratamientos, se analizo

el total de las muertes por HE, y se realizo un ANAVA en el programa estadistico infostad

con una prueba de media de TUKEY con un grado del confianza de 0.95; los resultados son

los siguientes:

El ANAVA nos arroja de que si hubo alta significancia en los tratamientos, y que por la

media de TUKEY se determina que el T1 es el que causo un mejor control, por lo tanto la

cepa Beauveria bassiana H3 tuvo el mejor control a comparacion de Metarhizium y El

testigo.
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5.3 Determinacion de TL 50

EL TL 50 solo se pudo determinar con la cepa de Beauveria bassiana H3 ya que
Metarhizium anisoplae no alcanzo dicho porcentaje durante el tiempo de evaluacion
(Figura 4).
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50 A
40 A
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20 - Control

—4—TL50Bb
={}=TL50 Ma

10
0 . o A
dial dia2 dia3 diad dia5 dia6 dia7 dia8

Sumatoria (%) muetre C. sordidus

Periodo de evaluacion

Figura 4. Porcentaje diario de mortalidad acumulado de C sordidus, causadas por B
bassiana H3 y M anisopliae

La cepa de Beauveria bassiana H3 se comporto con una virulencia fuerte en la relacion de
cantidad de insectos muertos por el tiempo al alcanzar el TL 50, la grafica refleja la cepa
B bassiana H3 alcanzo su TL50, en un tiempo de 5 dias, mientras M anisopliae

simplemente causo un 16% de muertes en el periodo de evaluacion.

Segun Molina y Espinal (2,000) reportaron que las cepas aisladas de insectos del orden
coledptera presenta un mayor control en insectos del mismo orden, en este caso la cepa
Beauveria bassiana H3 fue aislada de un coledptero ( Cosmopolites sordidus ) encontrado
en los campos de la UNA, las plantaciones de musaceas, y a la vez presento un porcentaje

del 90% de control al mismo picudo negro, en el tiempo de evaluacién de 8 dias.
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Esto puede explicar el bajo porcentaje de control de Metarhizium en Cosmopolites
sordidus, ya que esta cepa no se realizo procesos de aislamiento o reavivamiento, aunque

presento un mayor rendimiento y un porcentajes de germinacion mayor del 85 %.

Yeo y col,, (2003); Altre y col., (1999) citados por Gomez (2009) mencionan que existe
una correlacion entre la tasa de germinacion y la virulencia, esto quiere decir que el
aumento de uno es el aumento del otro; situacién que no ocurrié en el caso de M anisopliae,
ya que esta cepa presento porcentajes de germinacion del 90%, pero su nivel de virulencia
fue el mas bajo casi el 16%, lo que nos dice que esta condicion de correlacion esta limitada
a procesos anteriores, que se llevan a cabo en los mecanismos de accion y reproduccion de
los hongos entomopatogenos, procesos que pueden afectar sintesis de moléculas complejas
como ser las enzimas encargadas de desdoblar la quitina para que el hongo penetre al

hemocele y produzca los metabolitos secundarios encargados de la muerte del insecto.

Las proteasas son enzimas que hidrolizan las proteinas por sus enlaces peptidicos, de
acuerdo a su mecanismo de accion se dividen en exopeptidasas y endopeptidasas; Las
endoproteasas se han clasificado en familias con base en una comparacion de los sitios
activos, mecanismo de accion y estructura tridimensional: serin proteasas (EC 3.4.21),
cistein proteasas (EC 3.4.22), aspartil proteasas (EC 3.4.23) y metaloproteasas (EC 3.4.24)
(Gomes 2009).

Se sabe que las proteinas constituyen entre el 60 a 70% de la cuticula de insecto. En
consecuencia, las proteasas son los componentes mas importantes que alteran la integridad

de la cuticula por parte del hongo entomopatogeno (Charnley 2003).

Ademas segun Tartar y Boucias, (2004) citado por Gomez (2,009), las proteasas son
utilizadas para destruir las proteinas antimicéticas del hospedero, causar protedlisis en
hemolinfa y la consecuente desnutricion de los hospederos y facilitar la activacion

proteolitica.
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La proteasa Prl ha sido sefialada como un factor de virulencia importante en M. anisopliae,
(St Leger 2007). Ademas, se encontrd que en M. anisopliae, las proteasas Prl activan la
cascada de las profenoloxidasas, lo que aumenta la virulencia a través de la modificacion
del TL50 pero no de la CL50 (Fang 2005).

La induccién de las proteasas por el efecto de la presencia de la cuticula de los insectos en
el medio de cultivo ha sido comprobada en Beauveria bassiana por diversos autores en
medios de cultivo liquidos (Dias 2008; Donatti, 2008, Qazi y Khachatourians, 2007) y en

cultivo en medio so6lido (Barranco-Florido y col., 2002). La Prl es inducida en medio
minimo (Freimoser y col., 2005) y reprimida en medio solido artificial rico y en la
hemolinfa de los insectos (St Leger y col. 1996). Mientras que la proteasa de tipo serina,
Pr2, de M. anisopliae tiene poca actividad contra la cuticula del insecto (St Leger 1987) y
es inducida por cualquier proteina cuando el hongo crece en un medio sin fuente de N

mineral, ya que este ejerce represion sobre ésta.

En este caso de la poca virulencia por parte de Metarhizium anisopliae, fue probablemente
a la constante reproduccion y crecimiento en medio solido artificial rico, ya que esta
condicion fue la deprimente para el hongo, en la produccion de enzimas proteasas des

dobladoras de la cuticula del insecto.

Estas enzimas constituyen un factor de virulencia importante (St Leger y col. 1996) y so6lo
se requieren durante un corto periodo de tiempo en el momento de la penetracion a la
cuticula del hospedero para ser inhibida y el hongo realice procesos de produccion de
metabolitos secundarios para causar la muerte del insecto, su mayor produccion se observa

40 horas después de la inoculacién, es decir, durante la fase saprofita (Gomez 2009).
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5.4 Tiempo de colonizacion y numero de insectos parasitados

Esta variable se determino contabilizando el tiempo que tardo el insecto en desarrollar el
micelio caracteristico para cada cepa, por lo que se llevo a cabo un seguimiento una vez
muerto el insecto, y este paro cuando se presentaron los primeros micelios colonizando al

insecto.

La cepas evaluadas después de su muerte, el hongo debe de permanecer en una cadmara
himeda y esta que posea una humedad relativa del 90% para favorecer el crecimiento del
micelio; este tiempo se determino observando el insecto en el estereoscopio diariamente

hasta que se observo el indicio del crecimiento del micelio.

Las cepa Beauveria bassiana H3 presento crecimiento del micelio al cabo de 3 dias después
de la muerte del insecto, mientras que Metarhizium anisopliae presento esta caracteristica

al cabo de 4 dias después de la muerte del insecto.

En el caso de Beauveria bassiana H3 de un total de 45 insectos muertos, de los cuales 40
de ellos presentaron crecimiento micelial ( 90%) y en el caso de M anisopliae de un total de
8 muertos solamente 5 presentaron crecimiento de micelio; a los insectos que no
presentaron crecimiento de micelio en su exterior, se procedié a realizar una incision y
observar a través del estereoscopio si hubo crecimiento interno; y todos presentaron
crecimiento interno del hongo, Lo que nos asegura que el total de muertes de cada cepa fue

causada por ellas.

Después de la muerte del insecto a causa de las micotoxinas, el hongo entra en una etapa
facultativa dentro de la cual empieza el proceso de crecimiento del micelio; este proceso
tarda entre 24 a 48 horas, segun las condiciones que presente el medio, dentro de la cual

favorezca el crecimiento del mismo (FUNICA 2003).

29



La humedad relativa dentro de las cAmaras hiumedas posiblemente inhibi6 en términos de
horas el crecimiento del micelio en C. sordidus lo cual presenta un retraso de 24 horas a

comparacion a lo que la literatura expresa.
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VI. CONCLUSIONES

La cepa B bassiana H3 presento un mejor control a C sordidus en cuanto a niameros de

insectos muertos y el TL50.

La constante reproduccion de M anisopliae en medio solido rico, pudo haber causado un
deprimente de la sintesis de enzimas degradadoras de la cuticula del insecto.

No existe diferencia significativo en la eleccion del medio para la reproduccion de las HE,

queda a criterio del laboratorio la escogencia del medio a utilizar.

La correlacion positiva en cuanto a germinacion y virulencia queda limitada segun los

procesos metabolicos y de reproduccion de los hongos entomopatogenos.



VIl. RECOMENDACIONES

Se debe seguir afinado metodologia en cuanto a la reproduccion de las cepas que posee el
LHE, ya que se presento problemas al momento de aislar las cepas, lo que contrajo demoras

en la realizacion de la investigacion.

Se deben de realizar mayor pruebas de patogenicidad en distintos Ordenes o especies,
siempre que se crea una metodologia efectiva para la reproduccion y obtencion de los

Mmismos.

Los suministros de insumos oportunos son fundamentales para futuras investigaciones, lo

que contrae una mayor eficiencia en el tiempo dedicado o planificado para la investigacion.

Para una futura produccion comercial de HE, el LHE debe de poseer el equipo e
infraestructura necesaria para una produccion semi- Industrial, como el resolver el

problema energético de manera que la produccién no sea obstaculizada por recursos.

En futuro el LHE debera especializarse con una cepa en especifico para su produccién
semi-industrial, ya que una consecuencia de poseer varias cepa es la dificulta de obtener

cultivos puros debido a la variedad de esporas de HE en el ambiente.
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| X. ANEXOS



Anexo 1 Cuadro de ANAVA variable mortalidad.

Andlisis de la varianza
Variable N R2 R2 Aj CV
VAR R 15 0,92 0,90 35,21

Cuadro de Andlisis de la VVarianza (SC tipo 111)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 223,33 2 111,67 67,00 <0,0001
TRAT 223,33 2 111,67 67,00 <0,0001 *k
Error 20,00 12 1,67
Total 243,33 14

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=2,17830
Error: 1,6667 gl: 12

TRAT Medias n E.E.

3 0,00 5 0,58 A

2 2,00 5 0,58 A

1 9,00 5 0,58 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p<= 0,05)

Anexo 2. Estructuras reproductivas conidias y conidiéforos de M anisopliae y B.
bassiana

3 3/
o A0% ¢ WY

~

Conidias y conidioforos de M anisoplae

c) conidias germindas y no germidas d) micelio en el interior del insecto
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Anexo 3. Reproduccidn de los hongos bajo condiciones de laboratorio

a) Tubos de ensayo con B bassiana b) Tubos de ensayo con M anisoplae

c) C. sordidus en camara humeda d) C sordidus en platos petri
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